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RESUMEN

La esquizofrenia es un trastorno mental grave que afecta al 1% de la poblacion
mundial, el desarrollo de la enfermedad esta relacionado tanto factores genéticos
como ambientales. A través de varios estudios de ligamiento y asociacién se han
determinado multiples genes que generan susceptibilidad al padecimiento de la
esquizofrenia, como es el caso del DRD2, TH y DNTBP1, los cuales estan
implicados en el desarrollo de alteraciones de las vias de neurotransmision
principalmente la de dopamina. Estos genes codifican para las proteinas como
el receptor D2, tirosina hidroxilasa y disbindina-1 respectivamente, por lo que la
posible presencia de un polimorfismo puede cambiar los niveles de expresion
alterando la migracion, sefializacion, diferenciacion neuronal. Es por ello que se
determind la presencia de los polimorfismos S311, Pro3129Pro, Taql-B, CT,
V81M, P1320, P1325 y P1763 en pacientes esquizofrénicos del Hospital
Psiquiatrico Sagrado Corazén de Quito. Inicialmente, el Equilibrio de Hardy-
Weinberg demostré que solamente rs1079597 no se encuentra en equilibrio
dentro de la poblacién. Posteriormente, se demostrd que los polimorfismos
estaban presentes tanto en los pacientes como en la poblacion control, aunque
en algunos casos mostraron diferente distribucién genotipica, no se puede
atribuir a los polimorfismos el desarrollo clinico de esquizofrenia. Adicionalmente,
se determind la presencia de 4 polimorfismos, dos correspondian a rs6277 y
rs1079597, y dos que no estaban reportados en la base de datos NCBI-SNP
ubicados en la posicién 113.425.553 y 2.165.110. Mediante andlisis estadistico
de Fisher se evidenci6 que unicamente el polimorfismo en la posicién 2.165.110
tiene significancia en la asociacion de la enfermedad (p = 0.000334). En cuanto
a la relacion con el historial clinico se obtuvo relacion significante (p=0,044) entre
el polimorfismo de la posicion 113.425.553 y la edad actual de los pacientes.
Adicionalmente, mediante la prueba de Odds ratio se establecié que ninguno de
los polimorfismos representa un riesgo para el desarrollo de esquizofrenia en la
poblacion ecuatoriana. El presente estudio proporciona las bases para futuras

investigaciones sobre el desarrollo de esquizofrenia en Ecuador.

Palabras claves: DRD2, TH, DNTBP1, esquizofrenia, poblacion ecuatoriana
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ABSTRACT

Schizophrenia is a severe mental disorder that affects 1% of the world population,
the development of the disease is related to both genetic and environmental
factors. Through various linkage and association studies multiple schizophrenia
susceptibility genes have been determined, such as the DRD2, TH and DNTBP1,
which code for proteins such as D2 receptor, tyrosine hydroxylase and dysbindin-
1 respectively. Mutations in these gen disrupt some neurotransmission pathways
mainly the dopamine on e and altering migration, signaling and neuronal
differentiation. In this study we focused in S311, Pro3129Pro, Taql-B, CT, V81M,
P1320, P1325 and P1763 polymorphisms in schizophrenic patients of Hospital
Psiquiatrico Sagrado Corazon in Quito. Initially, only rs1079597 was not in Hardy
Weingber equilibrium within the population. Subsequently, polymorphisms
frequencies were present in both patients and control populations, although in
some cases they had different genotypic distribution, no association can be
attributed between clinical development of schizophrenia and the polymorphisms
presence. Additionally, four polymorphisms were found in the amplify fragments,
two corresponded to rs1079597 and rs6277, and two that were not reported in
the NCBI-SNP located at position 113425553 and 2165110. Besides, only the
polymorphism at position 2,165,110 has significance in the association of the
disease (p= 0,000334). As well as the association found between the
polymorphism 113.425.553 position and the current age of the patients
(p=0.044). Additionally, none of the polymorphisms represents a risk for
developing schizophrenia in the Ecuadorian population. The present study
provides the groundwork for future research on the development of schizophrenia

in Ecuador.

Keywords: DRD2, TH, DNTBP1, schizophrenia, Ecuadorian population
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1. ANTECEDENTES

La esquizofrenia es una enfermedad mental grave que se caracteriza por la
alteracion de las funciones cerebrales como el deterioro de la conducta, la
capacidad cognitiva, las emociones, la motivacion, la percepcion y del
funcionamiento socio-laboral (Li et al., 2005; Owen, 2012). Varios estudios
estiman que la esquizofrenia tiene una heredabilidad entre el 65% al 85%, y que
su trasmision a la descendencia es compleja (Yasuno et al., 2004). Mediante
estudios de asociacion se ha encontrado algunos genes candidatos que estan
relacionados con la esquizofrenia como son DNTBP1, DISC1, COMT, DRD2,
NRG1, TH entre otros (Diez et al., 2007; Jiménez, Gobernado, Sanchez, 2012).

El gen TH es transcendental por su participacion en la via dopaminérgica, ya que
codifica para la enzima tirosina hidroxilasa la cual es la limitante de la reaccién
de sintesis de dopamina (Sanchez, Corredor, Forero, 2010). Igualmente, se han
realizado estudios moleculares en 104 pacientes con esquizofrenia donde se ha
encontrado asociacion alélica y genotipica del polimorfismo rs4320932 en
poblaciones caucésicas y croatas (Pal et al., 2009). Ademas, se ha demostrado
que los SNPs funcionales como rs2070762 (CT, variante de intrén) y rs6356
(variacion del aminoacido, Valina 81 Metionina) generan cambios en el
andamiaje de la enzima por lo que disminuye la funcionalidad de la misma
aumentando los niveles de produccion de dopamina en el cerebro generando la
sintomatologia propia de la enfermedad (Breen et al., 1998; Iwata et al., 2003;
Yi, Li, Fang, Yu, 2012).

De modo similar, se ha establecido que los sintomas de la esquizofrenia se
presentan por el aumento de la actividad dopaminérgica en el cerebro y esto se
produce a causa de una hiperactividad de los receptores D2, los cuales son
codificados por el gen DRD2 (Bertolino et al., 2009; Escalona, Alvarez, Reyes,
2013). Las variantes reportadas del gen con mas prevalencia son rs1801028
(cambio de aminoacido Serina 311 Cisteina), rs6277 (cambio de codon
homologo Prolina 319 Prolina) y rs1079597 (Tagl-B; variante de intron
upstream) (Mi et al.,, 2011). El polimorfismo rs6277 ha sido estudiado en



pacientes bulgaros, espafioles, chinos y finlandeses mostrando una asociacion
significativa con la esquizofrenia (Betcheva et al., 2009). Asi mismo, mediante
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS segun sus siglas en inglés)
el SNP rs1801028 parece predisponer al padecimiento de la enfermedad en
poblaciones de India, China y Japén (Yao, Pan, Ding, Pang, Wang, 2015).
También, mediante un andlisis empleado en Suecia con 173 pacientes y 236
controles, ha establecido que existe mayor frecuencia del alelo Cys311 en los
casos siendo una variante patogénica para este desorden en hombres (P=0.002)
(Jonsson et al., 2003). Por otra parte, la investigacion que se ha realizado de
rs1079597 en 103 esquizofrénicos y 83 controles en Francia, ha demostrado que
la distribucion alélica no difiere entre los dos grupos, de mismo modo el riesgo
para el desarrollo de la enfermedad era similar (OR=1.71 afectos; OR=1.81

controles respectivamente) (Dubertret et al., 2004).

La asociacion de la esquizofrenia con el gen DNTBP1 (proteina de union
distrobrevina-1) se fundamenta por los hallazgos en los estudios de
neuroimagen, donde se ha identificado una baja concentracion de glutamato en
el cerebro, proporcionando evidencia de la importancia de la proteina en la
regulacion del sistema de neurotransmision del mismo, por lo que ha sido
implicado en la aparicién de los sintomas positivos la enfermedad (Straub et al.,
2002; Funke et al., 2004; Mutsuddi et al., 2006). La variaciones de la proteina
afecta el funcionamiento cognitivo (Trost et al., 2013; Kang et al., 2015). Por lo
que se han analizado diferentes polimorfismos como rs1011313 en 280
pacientes con esquizofrenia y se ha logrado asociar con la patologia (Réthelyi et
al., 2010). Asi mismo, en Korea se ha determinado una diferente distribucion de
los genotipos entre pacientes y controles de los polimorfismos rs760761 (C/T) y
rs2619522 (A/C), y una asociacion significativa (P < 0.0001) (Funke et al., 2004;
Pae et al., 2009;). Los dos polimorfismos han mostrado asociacion con la baja
capacidad de atencion y con una disminucion en la psicosis positiva y paranoide
(Stefanis et al., 2007).

Aln no se ha podido determinar puntualmente los genes que influyen sobre la
evolucion sintomatologica, puesto que faltan las correspondientes replicaciones

y validaciones (Aberg et al., 2010). Todos los estudios moleculares de asociacion



mencionados anteriormente respaldarian el caracter genético de esta

enfermedad.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La esquizofrenia afecta a 21 millones de personas alrededor del mundo, el
estimado de la prevalencia de esquizofrenia esté establecido entre el 0.7%y 1.5
% de la poblacién mundial (Vazquez, 2004), segun los datos presentados hasta
el afio 2006 por World Health Organization (WHO) el 1% de la poblacion atendida
en hospitales publicos corresponde a pacientes con esquizofrenia, mientras que
las patologias ligadas con la paranoia representan el 24% (World Health
Organization, 2008). Mediante investigaciones de epidemiologia de Ila
enfermedad, se ha podido contemplar los datos de prevalencia de estudios
realizados en América, Europa, Oceania, Africa y Asia. Para ello se ha
contemplado la prevalencia anual, puntual y de vida, la misma que varia segun
el pais de estudio, el cual sera descrito posteriormente. Del mismo modo se ha
determinado que la prevalencia en hombres es del 0,57% y en mujeres del 0.36%
(Mari & Leitédo et al., 2000).

Los estudios en Latinoamérica en el afio 2005 describen que la prevalencia de
la esquizofrenia es alta con un 3%, para Espafia es 1.4%, Argentina es del 2.9%,
en Perl 0.6%, Puerto Rico con 1.8% y en Colombia es el 1.4%. Ademas, se ha
evaluado que entre las 20 principales enfermedades que causan perdida de afos
de vida sana por discapacidad (APD), la esquizofrenia se encuentra en el
séptimo lugar (Vicente, Rioseco, Saldivia, Kon, Torres, 2006). En el Ecuador el
Sistema de Salud Mental del Ecuador (IESM) en el 2006 se reporto que el 38%
de ingresados en hospitales psiquiatricos correspondian a pacientes con
esquizofrenia, trastornos esquizofrénicos y delirantes. Mientras que las personas
atendidas por consulta externa con el diagnostico de esquizofrenia prevalece en
un 21.7% con relacion a otras afecciones psicolégicas (Rodriguez, Kohn,
Aguilar-Gaxiola, 2009).

Existen registros de que los trastornos mentales contribuyen a la tasa de

mortalidad, esto se debe a que las personas con esquizofrenia tienen una tasa



de mortalidad cuatro veces mayor en relacion a la poblacion general, siendo el
suicidio una de las principales causas de muerte, seguido del cancer (Barrios,
2004). El riesgo de sufrir cancer de mama en mujeres esquizofrénicas es el doble
que la poblacion en general y la muerte por esta enfermedad es mas alta de la
esperada (Sotolongo, Oscar, Valdés, Campos, Turré, 2004; Rodriguez, Castro,
Sanhueza, del Valle, Martinez, 2011). En los hombres esquizofrénicos con
cancer de pulmon la tasa de mortalidad se duplica. Los datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) hasta el 2005 contemplan que a causa de esta
enfermedad mueren 1.2 millones al afio, incluso se considera que es una de los
trastornos que generan mayores costos hospitalarios y peor calidad de vida
(Vélez, 2010).

Deseando mejorar la calidad de vida, desarrollo social, desarrollo educativo y
laboral tanto de los pacientes como de sus familiares se emplean diversos tipos
de tratamientos con antipsicoéticos, sin embargo solo el 30% de las personas
muestran mejoras y el 70% presenta efectos extrapiramidales, lo que dificulta
que los pacientes lleven una vida normal (Rowland & Pedley, 2011; Vallejo-
Ruiloba & Leal-Cercés, 2012). Por esta razdn, se han realizado estudios
moleculares que asocian a diversos polimorfismos en los genes DRD2 (Lane et
al., 2004; Voisey et al., 2010), TH (Ankenman & Salvatore, 2006; Cho et al., 2009)
y DTNBP1 como responsables de la sintomatologia y de la respuesta a los
antipsicéticos, y existe evidencia cientifica de una fuerte influencia genética en

la respuesta a farmacos (Zuo et al., 2009)

Hasta el momento el diagndstico Unicamente contempla las escalas de
valoracion psiquiatrica como PANSS (escala de sindrome positivo y negativo),
BPRS (escala breve de evaluacion psiquiatrica) y UKU (escala de efectos
secundarios), la primera evalla el tipo de sintomatologia, la segunda determina
los cambios sintomatolégicos y la ultima valora la reacciéon al uso de
antipsicoticos. Al ser escalas de valoracion pueden ser empleadas una vez que
los sintomas sean evidentes por lo que el diagndstico se establece en etapas
avanzadas de la enfermedad (Fuentes, Romero, Dasi, Ruiz, 2010; Garcia-
Portilla et al., 2014).



3. JUSTIFICACION

La determinacion de los polimorfismos en los genes DRD2, TH y DNTBP1
permitira identificar su asociacion con la esquizofrenia en la poblacion
ecuatoriana estudiada y sera el primer ensayo para iniciar la caracterizacion en
su totalidad a nivel genético para esta enfermedad. Considerando que el nUmero
de ingresos de personas con esquizofrenia en los centros psiquiatricos es
elevado con relacidon a otras enfermedades mentales, ya que se trata de una
enfermedad altamente incapacitante y con una alta tasa de mortalidad, se
deberia implementar medidas en el sistema de salud publica que permitan
brindar una atencion oportuna y de calidad para los pacientes; ademas, de
ayudar a mantener datos actualizados de la prevalencia de la enfermedad en la

poblacién ecuatoriana.

Para ello es necesaria la realizacion de investigaciones que permitan
caracterizar a este desorden segun la ancestria y estudios poblacionales.
Adicionalmente, se debe tener en cuenta que los tratamientos hasta el momento
no son completamente eficaces para todos los pacientes ni todas las etnias, ya
gue Unicamente actuan como antagonicos de los receptores D2 pero en muchos
de los casos pueden estar involucrados otros sistemas de neurotransmision; por
lo que es relevante la realizacion de estudios moleculares que permitan
caracterizar a cada uno de los pacientes, dando paso al desarrollo de un
tratamiento especifico en funcién de las necesidades de cada individuo, siendo
asi beneficioso para elevar la calidad de vida del paciente y de sus familiares
(Vibhuti-Srivastava, Deshpande, Thelma, 2010).

Aungque existen importantes avances terapéuticos, el diagndéstico de la
enfermedad siegue siendo deficiente, debido a que esta basado Unicamente en
estudios de neuroimagen y escalas de evaluacion como PANSS, UKU y BPRS
(Pérez-Alvarez, 2012). Es por esta razén que es relevante la implementacion de
un diagndstico molecular que permita la ofrecer un diagndstico temprano y
medicina personalizada, tomando en cuenta que en Ecuador no existen estudios
de esta indole. También la socializacion de los resultados servira como base

para futuras investigaciones dirigidas especificamente a farcogenémica.



4. OBJETIVO GENERAL

e Correlacionar la presencia de polimorfismos en los genes DRD2, TH y
DNTBP1 con el desarrollo clinico de la esquizofrenia en pacientes

ecuatorianos.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la distribucion de los polimorfismos en los genes DRD2, TH y
DNTBP1 en pacientes esquizofrénicos.

e Identificar la presencia de nuevos polimorfismos en las secuencias de los
genes DRD2, THy DNTBP1.

e Asociar los polimorfismos con los historiales clinicos de los pacientes.



6. REVISION BIBLIOGRAFICA

6.1. Definicidén y descripcion de la esquizofrenia

La esquizofrenia se define como una enfermedad mental grave y cronica que
puede llegar a ser incapacitante. Se presenta como una disociacion mental, en
donde las percepciones, las emociones, el lenguaje, la conciencia de si mismo y

la conducta se encuentran alterados.

Esta enfermedad afecta en la misma proporcibn a mujeres y hombres, se
contempla que la esquizofrenia se presenta en la adolescencia hasta etapas
tempranas de la adultez. En las mujeres tiende a presentarse generalmente entre
los 20-30 afios, mientras que en los hombres entre los 16-25 afios. Las personas
con esquizofrenia a menudo sufren sintomas aterradores tales como escuchar
voces, estar convencidos que otras personas pueden leer su mente, controlar
sSus pensamientos o estan conspirando en contra de ellos. Estos sintomas
causan temor y retraimiento. El habla y el comportamiento son afectados y

pueden tornarse hasta incomprensibles (Fuentealba, 2011).

La esquizofrenia presenta diferentes fases, una aguda que es el inicio de la
psicosis, es decir la aparicion de sintomas psicéticos. Esta se centra en el
estadio de deterioro mental como alucinaciones, cambio en la percepcion,
aislamiento social, distorsion de los pensamientos y delirios. La fase crénica
corresponde a la manifestacién continua, por lo que requiere tratamientos a largo
plazo. Cada persona puede presentar diferentes estadios de la enfermedad,
s6lo 1 de cada 5 personas se recuperaran completamente de este desorden.
Ademas, existen ciertos sintomas clinicos como las alteraciones de la logica,
discordancia motriz, distorsion afectiva, trastornos del lenguaje, problemas

semanticos y fonéticos (Araujo & Estrella, 2010).

6.2. Origen de la esquizofrenia

Los primeros registros se generaron a partir del afio de 1750 con la

trasformaciéon de la sociedad por la industrializacién y urbanizacién (Bentell,



2004, pl10-15). EI término esquizofrenia fue acufiado por primera vez por el
psiquiatra suizo Eugene Bleuler en 1908, el mismo que caracterizé el enfoque
psicolégico de la enfermedad, no obstante este tipo de trastorno fue descrito por
el psiquiatra aleman Emil Kraepelin en 1896 bajo el nhombre de "demencia
precoz" dando lugar al enfoque neurobioldgico, refiriéndose a las personas
afectadas a nivel cognitivo y comportamental, similares a las demencias
experimentadas por personas de edad avanzada, pero en este caso se presenta

en edad juvenil (Pérez, 2012).

Bleuler determin6 que no se mostraban los mismos patrones en todos los casos
por lo que consideré mas apropiado dar el nombre de esquizofrenia como una
ruptura en la asociacion de ideas o como una pérdida de la realidad y la vida
social. Los dos enfoques han sido sustentados por investigaciones en paralelo
durante los ultimos treinta afios, proporcionando mayor importancia al enfoque

neurobiolégico (Martinez, 2015).

Asi mismo, Bleuler plante6 las nociones de los sintomas esquizofrénicos
primarios y secundarios, considerando que los primarios eran asociaciones
anormales, comportamiento autista, afectividad y ambivalencia. Para ello
consider6 que las sintomatologias dependian de la capacidad de adaptacion del
individuo y de factores ambientales, este proceso fundamental podria dar lugar
a manifestaciones secundarias como alucinaciones, delirios y retraimiento social

(Hulegar, Baugh, Yeragani, 2012).

6.3. Etiologia de la esquizofrenia

En la etiologia de las enfermedades mentales intervienen dos componentes
asociados fuertemente a la complejidad de estas, estos son los factores
ambientales y genéticos. Mediante un meta-andlisis se ha identificado el
porcentaje de intervencion de los dos factores en el desarrollo de la
esquizofrenia, siendo el componente genético el predominante en un 80-85% y
el ambiental en un 15-20% (Almaguer, 2013).



6.3.1. Factores ambientales

Entre los factores ambientales a considerar se encuentran las
complicaciones obstétricas tanto pre y peri natales, bajo peso de nacimiento,
desnutricion durante el embarazo, consumo de drogas, cambios
hormonales, exposicion a enfermedades virales, lugar de residencia,
infecciones, inmigracion, estrés, estaciones del afio e incompatibilidad Rh
(Tablal) (Pacheco & Raventds, 2004).

Se ha planteado que la exposicion en el segundo trimestre de embarazo al
virus de la influenza crea mayor riesgo de desarrollar esquizofrenia, esto se
debe a que los anticuerpos de la madre atraviesan las barreras de la
placenta reaccionando contra las proteinas neuronales del feto (Nufez,

Frometa, Hachavarria, 2013)

Fundamentandose en la incidencia de casos de nifios provenientes de
madres esquizofrénicas, se conoce que las dificultades intrauterinas y
perinatales causan desordenes neuronales. Del mismo modo, existen
factores prenatales que podrian conferir mayor vulnerabilidad, como
preclamsia, hemorragias durante la gestacién, ceséareas, atonia uterina,
entre otras. La predisposicion a padecer esquizofrenia también ha sido
asociada con el numero de controles prenatales durante el periodo de
gestacion. Segun estudios se reduce en 12% el riesgo cuando se mantienen
mas observaciones durante el embarazo. Existen factores como el estrés,
malestar, consumo de tabaco y alcohol que juegan un papel importante en

la presencia de sintomas psicéticos en la adolescencia (De la Fuente, 2014).

Tabla 1. Factores ambientales que influyen en el desarrollo de la

esquizofrenia.

Categoria Factor de riesgo
Prenatales vy Pre-eclampsia

Perinatales ‘ Traumatismo cerebral perinatal

‘ Incompatibilidad Rh
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Embarazado no deseado
Desnutricion severa ler trimestre del embarazo
Infeccion gripal de la madre en el 2do trimestre de
embarazo
Deficiencia materna de hierro
Estrés
Edad paterna de concepcion
Muerte de familiar cercano durante ler trimestre de
embarazo
Infeccion infantil del sistema nervioso central
Posnatal Niveles de vitamina D
Estrés
Migracién
Rubéola
Epilepsia y convulsiones febriles en la nifiez
Estacion y lugar Nacimiento en invierno
de nacimiento Nacimiento en el inicio de la primavera
Nacimiento en area urbana
Consumo de Drogas (Cannabis) en la adolescencia
toxicos Alcohol
Modificado de Gejman & Sanders, 2012.

La investigacidon epidemioldgica es importante, segun el estudio de (Moreno
et al., 2014) a través de la recoleccion de datos sobre la prevalencia de
esquizofrenia en 23 paises, se ha determinado que variaciones entre
metodologias pueden influir en la medicion de la prevalencia de esta
enfermedad. Para ello se ha tomaron en cuenta 6 diferentes herramientas:
1) la prevalencia en el tiempo (etapa de estudio), 2) el rango de edad
superior e inferior, 3) deteccibn de casos con mayor frecuencia, 4)
categorizacion de las enfermedades, 5) grupos de diagnéstico y 6) la
valoracion diagnéstica. En la tabla 2 se detalla cada una de las metodologias
empleadas para los 23 paises, los datos se han obtenido a través de
articulos realizados por 11 estudios en Ameérica, 28 en Europa, 5 en
Oceania, 2 en Africay 7 en Asia (Tabla 2).
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Tabla 2. Prevalencia de vida, anual y puntual de la esquizofrenia en 23

paises.
Autor y afio Lugar Prevalencia
Arajarvi et al., 2005 Finlandia Vida 15
Almeida et al., 1997 Brasil Vida:12
Puntual: 9,3
Andrade et al., 2002 Brasil Vida: 19
Puntual: 7
Anual: 8
Andrews et al., 2001 Australia Puntual: 4
Anual: 4
Awas et al., 1999 Etiopia Puntual 8
Bamrah et al., 1991 UK Puntual: 6,3
Anual: 7
Bijil et al., 1998 Holanda Vida: 4
Puntual: 2
Anual: 2
Bourdon et al., 1992 EEUU Vida: 15
Puntual: 7
Anual: 10
Chen et al., 1993 Hong-Kong Vida: 1,3
Chien et al., 2004 Taiwan Anual: 4,4
Cho et al., 2007 Corea Vida: 12
Anual: 5
Cohidon et al., 2009 Francia Vida: 27
Dias-Martinez et al., 2003 México Puntual 20
Harvey et al., 1996 UK Puntual : 5,3
Herrera et al., 2007 Espafa Puntual: 10,7
Hosain et al., 2007 Bangladesh Puntual: 11,7
Hovatta et al., 1997 Finlandia b Vida: 12,1
Hovatta et al., 1997 Finlandia a Vida: 22,1
Jablensky et al., 2000 Australia puntual: 4.7
Jacobi et al., 2004 Alemania Vida: 45
Puntual: 4,7



Joy et al., 1997
Jeffreys et al., 1997
Jenkins et al., 1997
Jorgensen et al., 2013
Kebede et al., 1999

Kendeler et al ., 1996
Kessler et al., 1994

Kessler et al., 2005
Krinfglen et al., 2001

Lehtinen et al., 1990
Lora et al., 2007
Mcconnell et al., 2002
Mccreadier et al., 1997
Myles-Worsley., 1999
Ortega et al., 1995
Perala et al., 2000
Phillips et al., 2009
Ran et al., 2003
Regier et al., 1993

Roca et al., 1999
Ruggieri et al., 2000
Scully et al., 1996
Seva et al., 1992
Shrout et al., 1992
Thorniicroft et al., 1998
Tizon et al., 2006

Van et al., 2001
Vicente et al., 2004
Villaverde et al., 1993

Francia
Uk
Uk
Suecia
Etiopia

EEUU
EEUU

EEUU

Noruega

Finlandia
Italia
Irlanda

UK
Micronesia
Espana
Finlandia
China
China
EEUU

Espafa
Italia
Irlanda
Espafa
Puerto rico
UK
Espana
Holanda
Chile

Espafa

Anual: 26
Anual: 14,9
Puntual 5,1
Anual: 4
Anual: 6,7
Vida: 9
Puntual: 3
Vida: 13
Vida: 7
Anual: 5
Anual: 3
Vida: 4
Anual: 2
Puntual: 13
Puntual: 2,4
Anual: 4,3
Puntual: 2,4
Vida: 19,9
Puntual: 1,3
Vida: 8,7
Puntual: 7,8
Puntual: 4,1
Vida: 13
Puntual: 6
Anual: 8
Puntual: 5
Anual: 3,4
Vida: 3,9
Puntual: 2,5
Vida: 21
Anual: 5,2
Anual: 5,5
Vida: 3,7
Puntual: 1
Puntual: 6,5
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Waldo et al., 1999
Widerlov et al., 1997
Wittchen et al., 1992
Xiang et al., 2008
Youssef et al., 1991

Modificado de Moreno, Martin, Aimenara, 2014.

6.3.2. Factores genéticos

Micronesia Puntual: 6,8
Suecia Anual: 4,2
Alemania Vida: 7,2
China Vida: 4,9
Irlanda Anual: 3,3

13

La esquizofrenia es un desorden altamente hereditario, el riesgo genético

estd dado por mdltiples alelos que han sido identificados por estudios de

asociacion (Zipursky, Reilly, Murray, 2013). Se ha planteado que tiene una

heredabilidad del 80 al 85%. Los familiares en primer grado de una persona

afectada tienen 10 veces mas probabilidad de presentar la enfermedad y por

lo tanto tienen un riesgo del 9 al 17% de desarrollarla. En cuanto a hijos de

padres esquizofrénicos estos pueden representar un 46% de riesgo (Figura
1) (Reventés, 2003; Carrera, 2012).

Poblacion general

Primos

Tios

Sobrinos

Nietos

'rmanos por parte de un padre
Padres

Hermanos

Hijos

rmanos con un padre afectado
Gemelos dicigoticos

{ijos de padres esquizofrénicos

Gemelos monocogiticos

Figura 1. Porcentajes de riesgo de padecer esquizofrenia segun el grado

de parentezco (Carrera, 2012).
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dificultan el andlisis de ligamiento genético sobre el origen y las causas de
la esquizofrenia, no obstante se han logrado identificar que los cromosomas
1, 10, 8, 13, 6, 7 y 22 estan asociados significativamente con la enfermedad
(Miranda et al., 2005). En los ultimos afios se han realizado investigaciones
partiendo de la hipotesis de la importancia del neurodesarrollo, la cual
establece que los polimorfismos en los genes involucrados en las etapas pre
y posnatal de formacién del cerebro generan una estructura cerebral
anormal generando susceptibilidad a la esquizofrenia. Dicha susceptibilidad
se presenta como alteraciones bioquimicas, neuroanatémicas,
neurofisiolégicas y del comportamiento. Se han identificado 23 genes
candidatos que participan directamente en el neurodesarrollo con gran
relevancia en la esquizofrenia tales como NRG-1, DAAO, TH, Disbindina
(DNTBP1), G72, COMT, VCF, DRD2, RELN, NOTCH4, GRIN2B, APOE,
CHRNA7, AKT1, BDNF, DRD4, GRIN1, NOS1, PPP3CC, entre otros
(Sanchez, Corredor, Forero, 2010). Asimismo, se ha determinado que
dichos genes estan situados en regiones como 8p21-22, 1g21-22, 10p14,
1932 43, 18p11, 6p24-22, 22q11-13, y 13932 donde existen numerosas
anormalidades cromosOmicas. Ademas, se han establecido receptores
disfuncionales que pueden ser los causantes del desarrollo de la
esquizofrenia, los mismos gque estan involucrados en la neurotransmision
como es el sistema dopaminérgico, serotoninérgico y glutaminérgico (Ripke
& O'Donovan, 2014).

Mediante estudios de asociacién se han relacionado genes candidatos
segun su posicién cromosémica o genes funcionales por su implicacion
fisiologica, los cuales pueden estar implicados en el desarrollo de la
esquizofrenia. Ademas, complementados con los resultados del GWAS, ha
permitido determinar las variaciones entre controles y casos. Como
resultado se ha obtenido la relacion entre los genes con mayor evidencia y
su relacion con una etnia determinada (Saiz, Vega, Sanchez, 2010) (Tabla
3).
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Tabla 3. Asociacion entre las etnias y los diferentes genes involucrados en

la esquizofrenia.

Gen Etnia
PGBD1 Todas*
NOTCH4 Todas*
NRGN Todas*
DRD2 Caucasicos
PDE4B Todas*
TCF4 Todas*
DAOA Asiética
TPH1 Todas*
HTR2A Caucésicos
RELN Caucésicos
MDGA1 Todas*
CCKAR Todas*
DRD4 Asiatica
APOE Caucésicos
DNTBP1 Caucésicos
TH Caucésicos
DRD1 Todas*

Modificado de Saiz, 2010.

Nota. * (Caucasicos, Asiaticos y Afroamericanos)

6.4. Sintomatologia

Crow en 1985 propuso la diferenciacion de la sintomatologia de la enfermedad,

en donde se contemplaba la existencia de signos positivos, negativos y

cognitivos (Castillo, 2001).

6.4.1. Sintomatologia positiva: estd enfocada a

las acciones o

manifestaciones que experimenta la persona esquizofrénica a diferencia de

una persona que en condiciones sanas no realiza.

Dentro de los sintomas positivos se contemplan.



16

Alucinaciones: son una perturbacion en la percepcion de los sentidos, es
decir que el estimulo esta dado por una percepcion interior sin que exista

incitacion externa, sin embargo la persona la siente real.

e Delirios: es la pérdida de la realidad, generando una distorsion de
ideas creadas por una falsa ilusion o imaginacion. Los delirios pueden
ser de referencia (escuchan o ven), grandeza, somatico, persecucion,
erotomaniatico, culpa, control e invasion de pensamientos.

e Conducta alterada: cuando se producen cambios en su forma de
vestir, mantiene conversaciones a solas en lugares publicos, usa
palabras insultantes sin control y puede burlarse en situaciones

tristes.
(Guizar, Saracco, Fresan, 2012)

Esta puede estar acomparfiada de signos motores o vegetativos (Espinoza,
Derito, Martinez, 2006). Los trastornos vegetativos son: palpitaciones,
sudoracién, mareos, trastornos respiratorios y gastrointestinales. Los
trastornos motrices son: comportamiento, agresividad, excitabilidad,

movimientos sin sentido, conducta repetitiva y ansiedad.

6.4.2. Sintomatologia negativa: se refiere a las actividades que las
personas esquizofrénicas son incapaces de realizar. Se presentan signos
como pereza, pérdida de energia, cambio de comportamiento, apatia y falta
de placer. Estos aparecen posterior al desencadenamiento de los sintomas
positivos (Masa, 2012).

Dentro de los sintomas negativos se contempla.

e Aplanamiento afectivo: se presenta una baja expresion emocional y
sentimental, por lo que disminuye su capacidad de manifestar
sensibilidad hacia las demas personas y hacia si mismo. Su expresion
corporal cambia por ende sus rasgos faciales no muestran ninguna
emocion, disminuye la espontaneidad, menor movimiento de manos
y el paciente puede permanecer inmovil. Se pierde el contacto visual

por lo tanto desvian la mirada y la mantienen perdida.
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Indiferencia y apatia: generalmente se presenta como falta de interés
y energia, esto a causa de la depresion. Por otra parte, presentan
problemas de falta de aseo e higiene y cansancio.

Insociabilidad y anhedonia: la insociabilidad se debe a la dificultad de
la persona para entablar relaciones interpersonales, por lo que pierde
el interés en desarrollar relaciones. La anhedonia esta enfocada a la
falta interés o placer por las actividades que normalmente disfrutaba

realizar antes de presentar la enfermedad.

(Navarro, 2012)

6.4.3. Sintomatologia cognitiva: incluye alteraciones en la expresion

verbal,

atencion, pensamientos desorganizados, y comportamiento

inadecuado. Ademas, el paciente no posee inflexiones vocales por lo que no

emplean acentos ni cambios en el tono de la voz. La grave afectacion

cognitiva es el principal problema de los esquizofrénicos, lo que puede

producir aislamiento social, deterioro en la relacion familiar y mala calidad
de vida (Ojeda et al., 2007).

Trastornos del pensamiento: la forma en la que se expresan tienden
a ser carente de sentido, reluce la pérdida de control de sus
pensamientos. No pueden mantener una conversacion coherente ni
fluida. Suelen desviarse de la conversacion, se distraen con facilidad
y siente presién al hablar.

Alteracion de la atencion: se presenta debido a que no pueden
concentrarse, se distraen con facilidad por objetos o situaciones del
medio.

Pérdida de cognicion: el lenguaje y el contenido empleado es pobre,
con poca informacion adicional y respuestas cortas. Por lo que suelen
mantener lenguaje repetitivo e interrupciones al hablar. Pueden

mostrar una respuesta tardia cuando se establece una conversacion.

(Cavieres & Valdebenito, 2005)
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6.5. Tipos de esquizofrenia

A pesar de las caracteristicas semejantes entre los pacientes con esquizofrenia,
existen sintomas predominantes que interfieren en el diagndstico de la
enfermedad, por lo que segun el Manual de diagnéstico y estadistica de
desordenes mentales (DSM-IV-TR) se ha clasificado a la esquizofrenia en 5 tipos
gue son (Abeleira, 2009):

Esquizofrenia paranoide: el paciente tiene alucinaciones auditivas y delirios. La

persona no posee alteraciones afectivas ni desorganizacion, por lo que soélo

existe la presencia de sintomas positivos y su inicio es de los 20 a 30 afios.

e Las alucinaciones auditivas contemplan voces, silbidos, murmullos, risas
entre otras.

e Los delirios manifiestan ideas de persecucion, celos, trasformacién corporal
y genealdgicas.

e Mantienen alucinaciones gustativas, olfatorias, sexuales y otras
sensaciones, en algunos casos pueden llegar a ser visuales, pero no es tan

comun.

Esquizofrenia cataténica: se caracteriza por alteraciones psicomotoras, se

producen problemas de movimiento o a su vez completa inmovilidad. Los
movimientos pueden ser poco normales, estereotipados o repetitivos. A causa
de la sintomatologia negativa en ocaciones el paciente puede permanecer un
largo periodo sin movilidad, sin hablar, sin comer y no reaccionan a estimulos
como el dolor.

Esquizofrenia desorganizada: una particularidad es el comportamiento y

lenguaje inapropiado como conductas infantiles, trastorno del pensamiento, falta
de interés, conducta inmadura y humor inadecuado. Ademas, se genera el
aplanamiento afectivo.

Esquizofrenia _indiferenciada: no presenta sintomas concretos para el

diagndstico, sin embargo se establece para los pacientes que no tienen signos
caracteristicos o tienen diferentes rasgos de esquizofrenia catatonica,

desorganizada o paranoide.
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Esquizofrenia residual: caracterizada por disminucion de la psicosis, por

consiguiente se produce una atenuacién de sintomas positivos o negativos.
(Diaz, 2014)

6.6. Fases de la esquizofrenia

Existen periodos por las que los esquizofrénicos atraviesan a lo largo de
padecimiento de este desorden que ayudan a determinar el curso de la
enfermedad.

Primer_episodio: es temporal y de corta duracion, pero vuelve a aparecer

posteriormente y se establece definitivamente.

Fase prodrémica: se evidencia un cambio emocional, conductual, social o

cognitivo como sintomas iniciales. Se muestran los sintomas y signos clinicos
como retraimiento, suspicacia, irritabilidad, desorganizacion entre otros. Esto
ocurre previamente a la aparicion de la propia enfermedad (Skokou, Katrivanou,

Andriopoulos, Gourzis, 2012).

Periodo activo: se expresan los episodios psicéticos que pueden mostrarse

paulatinamente por un largo o corto tiempo. El lapso de la crisis suele ser igual
en la mayoria de los pacientes. Al producirse los episodios positivos en esta fase

se requiere de hospitalizacion y administracion de tratamiento farmacolégico.

Periodo _esquizofrénico: esta conformado por tres fases en las que los limites

para cada una de ellas no estan definidos o pueden estar fusionados entre si.

(Lépez et al., 2013)

Fase de crisis: demuestra una psicosis grave como delirios, alucinaciones y

desorganizacion, por lo cual la sintomatologia negativa es mas intensa y por

ende los episodios psicoticos son agudos.

Fase de postcrisis: disminuye la intensidad de la psicosis y tiene corta duracion

de aproximadamente 6 meses.
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Fase estable: la sintomatologia se mantiene contante siendo menos intensa. Los
pacientes no presentan psicosis y en el caso de que persistan los sintomas

positivos o/y sintomas negativos son mas tenues.

(Barbero, 2015)

6.7. Fisiologia de la esquizofrenia

La fisiologia que involucra el desarrollo de la esquizofrenia esta conformada por
las hipétesis de alteracion que se produce en el neurodesarrollo y la

neurotransmision, ademas de la neurodegeneracion.

6.7.1. Neurodesarrollo

La hipdtesis del neurodesarrollo estd basada en la alteracion en las
conexiones neuronales que daria como resultado un cambio en la
funcionalidad neuronal, lo que implica que varios procesos se vean
perjudicados como la proliferacion, extensién axonal, migracion celular,
mielinizacion, apoptosis y sinaptogénesis. Dichos procesos se ven afectados
durante el periodo de neurodesarrollo por interaccién de varios genes con
multiples factores ambientales. Ademas, la afeccibn neuronal estaria
mediada por procesos excitotoxicos que han sido programados
genéticamente o ambientalmente. Cuando los procesos neuronales se ven
afectados en etapas de desarrollo o formacion de las conexiones sinapticas,
se produce un estado de no conectividad en el cortex cerebral, dando como

resultado la sintomatologia caracteristica de la esquizofrenia (Gaviria, 2006).

Varios estudios se han realizado en los ultimos afios con el fin de identificar
gué alteraciones se generan en la esquizofrenia a nivel anatomico y
fisiol6égico. Mediante estudios post-mortem e in vivo de neuroimagen se ha
concluido que existe una reduccion del volumen cerebral en ciertas regiones,
menor densidad en varias zonas, pérdida neuronal, menor complejidad de los
arboles dendriticos, se reduce la corteza cerebral en éareas temporal,
cerebelar y corteza prefrontal. Ademas, se ha contemplado un aumento de

volumen en los ventriculos, con alteraciones semejantes en el bulbo olfativo,
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hipocampo, regiones a nivel del tdlamo y parahipocampo. Todas las
observaciones apuntan a que la esquizofrenia es un trastorno en la
conectividad neuronal, en la cual estan involucradas alteraciones de la
neuroplasticidad, viéndose afectados los diferentes circuitos neuronales

mencionados anteriormente (Davila, 2014).

Mediante las caracteristicas fisiologicas que se presentan en los
esquizofrénicos, se pretende explicar la intervencion de varios factores en lo
que se refiere a la organizacién estructural del sistema nervioso e
histopatolégica. Ademas, se debe contemplar la posibilidad de que algunos
individuos tienen predisposicién genética que sumado a un factor ambiental
producen un anormal desarrollo cerebral determinando el
desencadenamiento de la enfermedad. Por lo tanto, se ha plantea que existe
una accion de doble impacto; es decir, que la intervencién de un primer factor
(temprano) afecta en cierto grado el neurodesarrollo produciendo un estado
de vulnerabilidad a la accion de un segundo factor (tardio), el cual va a
producir un cuadro psicotico y por consiguiente el desarrollo de la enfermedad
(Selma, 2008). Es necesaria la intervencion de ambos factores, ya que en
ningun caso es suficiente solamente la accion temprana o tardia. Las
caracteristicas y las alteraciones que presenta la esquizofrenia se encuentran
presentes en los individuos antes de que se exhiba la patologia, la cual no se
manifiesta hasta que se encuentre en un especifico grado de desarrollo o
hasta que no haya la interaccion con ciertos factores ambientales (Pino et al.,
2014).

Los hallazgos que tiene en cuenta en la hipoétesis del neurodesarrollo son:

1. Aparicibn de signos en cuanto al funcionamiento socio-laboral,
rendimiento cognitivo y académico previo.

2. Se presenta una elevada exposicion en el desarrollo embrionario y de
complicaciones perinatales (hipoxia y complicaciones en el parto).

3. Cambios anatémicos estructurales y funcionales en el momento de
diagnostico de la enfermedad.

4. La genética de la esquizofrenia influye en el neurodesarrollo.
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5. Desencadenamiento de signos neurobioldgicos y fisicos menores.

6.7.2. Neurodegeneracion

Se basa en que la esquizofrenia es un trastorno progresivo y crénico del
sistema nervioso, por lo cual existen cambios bioquimicos y anomalias
patogénicas que son las causantes de la progresion sintomatica, afectando
asi la funcion neurobioldgica y el comportamiento. Esta hipotesis se sustenta

en varios hallazgos:

e Periodo entre los primeros sintomas psicéticos y el desarrollo
embrionario.

e El grado de deterioro en los primeros afios de la enfermedad.

e Los cambios observados a través de neuroimagen.

e La disponibilidad de un tratamiento farmacolégico para asistir la

enfermedad.

Por lo general, la esquizofrenia se presenta entre los 18 hasta 25 afios, es
decir la adolescencia tardia o la adultez temprana. El curso de la enfermedad
varia entre pacientes, en algunos casos tiende a ser crénico o degenerativo
dependiendo de la etapa del paciente y de los sintomas presentados. A
menudo no muestra un curso estable impidiendo mejorias en los pacientes,
la recuperacion se presenta en los primeros 5 afios en un 14% (Riaza et al.,
2004).

Los individuos que padecen esquizofrenia no logran alcanzar un adecuado
funcionamiento en varios aspectos como el cognitivo, motor y social, en
ninguna de las fases de la enfermedad. En los primeros afios de este
trastorno los pacientes presentan deterioro hasta los siguientes 5 afos, el
desgaste se da como consecuencia de la sintomatologia negativa, positiva y

la disfuncion de la cognicion (Segarra & Bernardo, 2006).
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6.7.3. Neurotransmisién

La neuroquimica de la esquizofrenia hasta el momento no ha sido explicada
en su totalidad, sin embargo la hipdtesis dopaminérgica es la mas aceptada
en la actualidad, pero no esclarece todo los procesos presentes en la
enfermedad es por eso que se ha asociado en las investigaciones a otros

sistemas de neurotransmision (Saiz et al., 2010).

En relacion con la neurotransmision dopaminérgica los estudios de
neuroimagen no muestran una diferencia a nivel de receptores de dopamina
en diferentes pacientes en tratamiento con antipsicoticos. Es por ello que se
genera mayor interés en otras vias de neurotransmision que pueden jugar un
rol importante en la afeccion de la enfermedad. Las rutas de neurotransmision
que pueden tener una evidente participacibn son la glumatérgica y

serotoninérgica (Ramos & Espino, 2015).

6.7.3.1. Hip6tesis dopaminérgica

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico que esta formado
por un anillo bencénico, dos hidroxilos y una cadena de etilamina o sus
derivados. Al igual que la adrenalina y noradrenalina cumple con la
regulacion de varias funciones en el sistema nervioso. Por lo tanto, esta
encargada de la regulacion y modulacion del estado de animo, las
emociones Yy la cognicion, teniendo accion directa sobre la memoria, los
sistemas enddcrinos, la atencion y las funciones motoras (Howes & Kapur,
2009).

OH
\@70 Hz—CHz—NH
OH/

Figura 2. Estructura quimica de la dopamina (Behena et al, 2000).

La sintesis de la dopamina inicia con la accion de la enzima tirosina

hidroxilasa (TH) en la hidroxilacién de la L-Tirosina para obtener L-DOPA a
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través de la accion enzimatica de DOPA-descarboxilasa. La L-Tirosina es
el punto de regulacion de sintesis de catecolaminas en el Sistema Nervioso,
por lo tanto la enzima TH es la limitante en la reaccion de sintesis de

dopamina, noradrenalina y adrenalina (Figura 3) (Behena et al., 2000).
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Figura 3. Ruta de sintesis de la dopamina (Bahena, Flores, Arias, 2000).

Esta hipdtesis ha sido planteada a partir del tratamiento con antipsicoticos
empleado en pacientes esquizofrénicos y al hallazgo de Carlsson y Lindgvit,
2006, en el cual se observo que los farmacos aumentaban el metabolismo
de la dopamina en ensayos con animales. En 1970 se cristaliz6 la hipétesis
de dopamina debido a su eficacia clinica por su afinidad a los receptores.
En estudios realizados in vivo sugieren que existe mayor numero de
receptores de dopamina presentes en pacientes no tratados (Bressan,
Bigliani, Pilowsky, 2001).

Los receptores de dopamina se encuentran agrupados en dos familias D1
y D2. En la primera se encuentran los receptores D1 y D5. La familia D2
esta conformada por los receptores D2, D3 y D4. La capacidad para
bloquear a los receptores y por ende la relacibn de eficacia de los
antipsicoticos esta dada por la familia D2, lo que sugiere que la
hiperactividad de los receptores tiene relacion directa con la esquizofrenia,
especialmente con la sintomatologia positiva (Sadee, 2009). La inactivacion
de la dopamina se produce al ser captada en la membrana pre-sinaptica o
por la metabolizacion mediada por la enzima COMT (catecol-o-metil
transferasa). Por lo tanto, cabe mencionar que una variacion en la actividad
de COMT generaria un desorden neurobiolégico en la corteza prefrontal
siendo relevante para la enfermedad (Pacheco et al., 2004).
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Teniendo en cuenta los sistemas de trasmision dopaminérgica, se podria
asociar la esquizofrenia con una desregulacion en la neurotransmision, no
obstante se ha observado que la hiperactividad dopaminérgica en la zona
mesolimbica produciria una sobre estimulacion de los receptores de
dopamina D2 dando paso a la aparicion de los sintomas positivos.
Asimismo, una hipoactividad en la zona mesocortical desencadena una
hipoestimulacion en los receptores D1 generando la sintomatologia

negativa, cognitiva y afectiva (Yanguas, 2012).

6.7.3.2. Hipotesis Glutamatérgica

En la actualidad se propone que el sistema glutamatérgico tiene
participacion en la patogénesis de la esquizofrenia, ya que un
funcionamiento no adecuado del sistema puede causar un descenso en la
actividad dopaminérgica a nivel mesocortical y un incremento de la misma
a nivel mesolimbico. Dichos mecanismos pueden explicar los niveles bajos
de glutamato en la esquizofrenia que estan implicados en la neurotoxicidad
(Villasantes, 2015).

La hipotesis se basa en la existencia de hipofuncion del receptor NMDA (N-
metil-D-aspartato), comprobado mediante estudios que revelaron una
neurodegeneracion en regiones del cerebro después de la aplicacion de

dosis elevadas de antagénicos hacia el receptor NMDA (Rodriguez, 2012).

Se sustenta la hipotesis con el hallazgo de varios genes implicados en la
susceptibilidad a la enfermedad, ya que estan relacionados con las vias de
glutamato, estos son: NRG1, G72, GRMS8, GRIA4, GRM3, GRIN2A y
GRIN2D (Giménez, 2012). La interaccion entre el gen G72 con DAAO
permite la regulacion de la sefializacion glutaminérgica a través del receptor
NMDA vy susceptibiidad a la esquizofrenia, igualmente varias
combinaciones de los alelos de G71 y DAAO incrementan el riesgo a esta
enfermedad (Gilbert et al., 2014).
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A partir del andlisis de la alteracion de la neurotransmision de glutamato en
la corteza prefrontal, orbital, hipocampo y corteza entorrinal ha determinado
gue tiene un rol importante en procesos de memorizacion y aprendizaje.
Cabe recalcar que la sintomatologia positiva se presenta cuando bajan los
niveles de glutamato por lo que se ve afectada la via inhibidora cortico-
estrial, la cual es antagonica de los receptores NMDA, que producen la
psicosis y agravan la enfermedad. La sintomatologia negativa y los
procesos cognitivos se presentan cuando se ve afectada la via excitadora
(Sanchez, 2014).

6.7.3.3. Hip6tesis Serotoninérgica

Los receptores 5-HT2 se encuentran asociados a la patologia de la
esquizofrenia, ya que tienen gran afinidad a los farmacos alucinégenos en
dichos receptores. La hipotesis implica a la serotonina por su interaccion
con el sistema dopaminérgico produciendo efectos en la corteza prefrontal
mediante los receptores 5HT2-A. Se demostrdé en estudios post-mortem
una disminucion en la densidad de los receptores de serotonina en la

corteza prefrontal (Tsutsumi et al., 2009).

Varias investigaciones sugieren que la sintomatologia negativa de la
esquizofrenia esta dada por la hipofuncion de los receptores de dopamina
en la corteza prefrontal, esto puede ser a causa de un efecto inhibitorio que
produce la serotonina. Teniendo en cuenta este efecto se desarrollaron
farmacos inhibidores para serotonina y estimuladores para dopamina
dirigidos a la corteza prefrontal, mejorando de esta manera la eficacia en el
tratamiento de la enfermedad y las manifestaciones negativas (Sepehry,
Potvin, Elie, 2008).

6.7.3.4. Otras hipotesis

La disbindina participa en el mantenimiento y la formacién de la sinapsis y
traduccién de las sefiales neuronales, esto se debe a su expresiéon en las

terminales presinapticas. Se ha relacionado también por su accion en los
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receptores NMDA disminuyendo la sefializacion de glutamato, lo que
estaria asociado al riesgo de padecer esquizofrenia (Sawa & Snyder, 2003).

6.8. Tratamiento de la esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad que hasta la actualidad no tiene cura, sin
embargo se emplean diferentes tratamientos farmacologicos para atenuar los
sintomas. El primer antipsicético denominado de primera generacion fue la
clorpromazina en 1960, la misma que actuaba directamente sobre el receptor de
dopamina D2, sin embargo se producian efectos secundarios o extrapiramidales
como contraccion muscular, rigidez, temblor, aumento de peso, movimientos

lentos, depresion, agitacion, entre otras ( Hartling et al., 2012).

El descenso de trasmision de las principales vias dopaminérgicas como la
mesolimbica, nigroestriada, mesocortical y tuberoinfundibular. En la via
mesolimbica se reducen los sintomas positivos. Sin embargo, el bloqueo de los
receptores D2 generan deficiencia de dopamina produciendo el efecto
neuroléptico en la via nigroestriada produciendo disminucion en los movimientos.
Mientras que, en la via tuberohipofisaria (conexion del hipotalamo con la hipéfisis
mediada por las neuronas dopaminérgicas) se produce un incremento de
prolactina y en la via mesocortical da paso a la aparicion de sintomas negativos
(Figura 4) (Ocete & Zarzuelo, 2014).

Vias dopaminérgicas Vias serotoninérgicas

Corteza

Cuerpo
frontal

estriado

Sustancia
nigra

Nucleo
acuminado
Hipotalamo ventral
tegmental ipocampo

Nucleos del Rafe

Figura 4. Efecto de los antipsicéticos de primera generacion en las vias

dopaminérgicas.
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A causa de los efectos extrapiramidales se propuso la creacion de nuevos
antipsicoticos a los que se denomind de segunda generacion que actian sobre
diferentes receptores de las vias de neurotransmision. Los medicamentos que
se desarrollaron se presentan en la Tabla 4, por lo general actian sobre los
receptores de dopamina (D1, D2) y serotonina (5-HT), tratando diferentes
sintomatologias de la enfermedad (Heimann, 2015; Opolka, Rascati, Brown,
Gibson, 2014).

Tabla 4. Antipsicéticos de segunda generacion con su accion sobre el receptor
y la sintomatologia tratada.

Farmacos de Segunda generacion

Farmaco Receptores Tratamiento

Clozapina D1, D2, 5-HT Sintomas positivos
Risperidona | D2, 5-HT2 Sintomas positivos, negativos y afectivos
Olanzapina D2 Sintomas positivos

Quetiapina D, 5-HT Sintomas positivos, afectivos y cognitivos
Ziprasidona 5-HT2A, 5-HT2C Sintomas positivos y negativos
Aripiprazol D2 ,5-HT1A, 5-HT2A Sintomas negativos, positivos y afectivos
Haloperidol D2 Sintomas positivos

Modificado de: Ocete & Zarzuelo, 2014.
6.9. Descripcién de los genes y polimorfismos

6.9.1. Gen DRD2

Codifica para los subtipos de receptores de dopamina D2 y se encuentra ubicado
en el cromosoma 11923 (Figura 5) (Sanchez et al., 2010), contiene 6 exones y
tiene un tamafno de 65,685pb (http://www.ncbi.nlim.nih.gov/, 2016). Mediante
splicing alternativo se obtienen dos variantes de transcritos de diferentes
isoformas a) una corta denominada D2L, su accidén es pre-sindptica como
autorreceptor y b) una larga llamada D2S, su accidbn es post-sinaptica
(Sambataro et al., 2011; Hyun, 2013). La familia de receptores D2 (D2, D3yD4)
estan acoplados a proteinas G la cuales inhiben la formacion de AMPc por lo
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que se activan canales de K* y reducen la entrada de iones de Ca?* (Bahena et
al., 2000).
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Figura 5. Posicion del gen DRD2 en el cromosoma 11 (SZgene, 2016).

Los estudios genéticos revelan que la presencia de un polimorfismo en el
receptor D2 puede estd asociado a enfermedades como el alcoholismo,
Parkinson, distonia mioclénica, esquizofrenia y sindrome de Tourette. Se han
reportado 3,477 polimorfismos de simple nucleétido en el gen DRD2, sin
embargo, los que han sido méas estudiados y asociadas con esquizofrenia son:
Serina-311-Cisteina (S311C), esta ubicado en el exdn 5 y genera un cambio de
aminoécido (Figura 6), Prolina319Prolina (Pro319Pro) esta ubicado en el exén
5y produce un cambio de aminoacido sinénimo (Figura 7) y Taql-B que genera

una variante del intron 1 (Figura 8) (http://www.genecards.org/,, 2016).

Tabla 5. Polimorfismos relevantes del gen DRD2 con su secuencia de referencia

(rs) y el cambio de base.

Polimorfismo rs Cambio de base
S311C ‘ rs1801028 CIG

Pro319Pro ‘ rs6277 CIT
TAQ1-B ‘rle79597 G/A
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Figura 6. Diagrama que representa las modificaciones que se generan por el
SNP para que produzca un cambio de aminoacido (Modificado de Sequence
Ontology, 2008).
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Figura 7. Diagrama que representa las modificaciones que produce el SNP
para que genera un cambio por codon sinénimo (Modificado de Sequence
Ontology, 2008).
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Figura 8. Diagrama representativo de las modificaciones que se produce por
SNP que causa una variante de intrén (Modificado de Sequence Ontology,
2008).
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Figura 9. Posicion de los polimorfismos S311C y Taql-B (Aparaci, 2006).

6.9.2. Gen TH

Codifica para la enzima tirosina hidroxilasa (EC 1.14.16.2), est4 ubicado en el
cromosoma 11p15.5 (Figura 10), tiene un tamafio de 7,877pb y posee 14 exones
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 2016). La enzima tirosina hidroxilasa es limitante
en la sintesis de catecolaminas como la dopamina, adrenalina y noradrenalina
(Pérez, Melendez, Rice, Conley, Roberts, 2012). Una anormalidad en los niveles
de dopamina en el sistema nervioso causa la patogenicidad de la esquizofrenia,
ademas ha sido asociada con enfermedades como Parkinson, hipertension,
deficiencia de tirosina hidroxilasa y otros desordenes mentales. Estudios
recientes han sugerido que esta ligada con la presencia de la sintomatologia

negativa y déficit cognitivo (Kurumaji, Kuruda, Yamada, Yoshikawa, Turo, 2001)
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Figura 10. Localizacion del gen TH en el cromosoma 11 (SZgene, 2016).

Se ha reportado que el gen TH tiene 930 SNPs, sin embargo los que poseen
mayor relevancia en la esquizofrenia son: a) Valina 81 Metionina (Val81Met) que
es el SNP en el exdn 2 que da como resultado un cambio de aminoacido (Figura
6) y b) CT el cual representa un SNP en el intrén 13 que genera una variante
alélica (Figura 8) (http://www.genecards.org/, 2016; Genetic Home Reference,
2016; Siegel, Agranoff, Albers, 1999).

Tabla 6. Polimorfismos del gen TH con el cambio de base y la secuencia de

referencia (rs).

Polimorfismo rs Cambio de Base
Val81Met ‘ rs6356 G/IA

CT ‘ rs2070762 T/IC

6.9.3. Gen DNTBP1

Codifica para la proteina Disbindina o denominada también proteina de unién
dystrobrevin-1, por consiguiente tiene 3 isoformas designadas disbindina 12, 1B
y 1C (Tang et al., 2009). El gen esta ubicado en el cromosoma 6p24-22 (Figura
11), tiene un tamafio de 140,258 pb y esta conformado por 10 exones (Harrison
& Weinberger, 2005). La sobre expresion del gen induce la expresion de las
proteinas sinapticas Sinapsina y SNAP25 las cuales aumentan los niveles y la
liberacion de glutamato. Del mismo modo, el descenso en la expresion genera
una reduccion de la expresion de las proteinas sinapticas inhibiendo la liberacion
de glutamato, es por ello que el gen esta implicado en la esquizofrenia (Weickert
et al., 2004, Bray et al., 2005).
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Figura 11. Ubicacién del gen DNTBP1 en el cromosoma 6 (SZgene, 2016).

En la actualidad se han reportado 4,924 (http://omim.org/, 2015) polimorfismos
de simple nucledtido, sin embargo entre los més estudiados con relacion a la
esquizofrenia son: P1763, P1320 y P1325 donde el SNP corresponde a una
variante de intrén 2, 4 y 5 respectivamente (Figura 8) (Straub et al., 2002; Burdick
et al., 2006).

Tabla 7. SNPs del gen DNTBP1, secuencia de referencia (rs) y el cambio de

base generado.

Polimorfismo rs Cambio de base
P1763 ‘ rs2619522 T/G

P1320 ‘ rs760761 CIT
P1325 rs1011313 AIG
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7. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental empleado para la obtencién de las muestras de los
pacientes fue por conveniencia, es decir, en funcién de la disponibilidad de
pacientes en el momento de la recoleccion en el Hospital Psiquiatrico “Sagrado
Corazén” de Quito. En lo que se refiere a la poblacion control se utilizé un

muestreo aleatorio entre el personal de la Universidad de las Américas.

8. PROCEDIMIENTO

8.1. Determinacion de la poblacion y muestra

Para la determinacién del tamafio de muestras se empleo la siguiente formula:
No?Za?

= BN 11 o7a2 (Ecuacion 1)

n

Donde:

n: representa el nimero de muestras (pacientes/controles)
N: tamafio de la poblacion (pacientes: 30; controles: 70)
Za: constante del nivel de confiabilidad (95%: 1,96)

o: desviacion estandar de la poblacion (0.5)

E: limite aceptable de error muestral (0,001 -0,009)

Obteniendo asi, que el nimero de muestras necesarias para la investigacion era
de 29 pacientes y 65 controles, sin embargo al ser esta una investigacion inicial
se emplearon 20 muestras de pacientes del Hospital Psiquiatrico “Sagrado
Corazoén”, para ello previamente el representante legal firmé el consentimiento
informado en donde se detallé el objetivo y la informacion pertinente a la

investigacion.

En lo que se refiere a la poblacion control se obtuvo 36 muestras del personal de
la Universidad de las Américas dispuesto a colaborar en la investigacion,

igualmente se firmo un consentimiento informado.
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8.2. Seleccién de instrumento

NOMBRE PROVEEDOR LINEA
3130 GENETIC ANALYZER | Thermo Scientific NanoDrop 2000/2000c
NANODROP 2000 UV-VIS Applied Biosystems 3000 Genetic Analyzer
MINIBIS SYSTEM Bio-imaging Systems Fluorescence & Colorimetric
MULTIGENE™ OPTIMAX Labnet MultiGene™ OptiMax Thermal
THERMAL CYCLER Cycler
IMAGEQUANT LAS 4000 GE Healthcare ImageQuant™ LAS 4000

8.3. Procedimientos para la obtencidon de datos

8.3.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN (4cido desoxirribonucleico) se realizd a través del kit
de extraccion del material genético PureLink Genomic DNA (Invitrogen-Life
Technologies, USA).

Procedimiento segun el protocolo del fabricante:

Se agregaron 200 pl de sangre en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, se
adicionaron 20 pul de proteinasa K y 20 pl de ARNasa, se mezclé6 mediante
vortex por 1 minuto, seguidamente se incub6 por 2 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron 200 pl de Genomic Lysis buffer y se mezclo
mediante vortex hasta obtener una muestra homogénea, se incub6 por 10
min en el termo bloque (Accublock™ Digital Dry Bath) a 55°C promoviendo la
digestion enzimatica de las proteinas. Por ultimo, se adicionaron 200 pl de

etanol al 95% y se mezcld bien hasta homogenizar la solucién.

Posteriormente, se coloco la columna sobre el tubo de recoleccion y se afiadio
la solucibn homogénea (aproximadamente 640ul) en la columna, se
centrifugd a 10,000 g por 1 minuto. Se descartd el tubo de coleccion y se

coloco la columna en un nuevo tubo de coleccion.

Para la fase de lavado se afadieron 500 ul de Wash Buffer 1 en la columna
y se centrifug6 a 10,000 g/min a temperatura ambiente. Se descart6 el tubo

de coleccion y se coloc6é la columna en un nuevo tubo de coleccidn.
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Seguidamente, se afadieron 500 pl de Wash Buffer 2 y se centrifugd a

maxima velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente.

En la fase de elucidn se coloco la columna sobre un tubo eppendorf estéril y
se agregaron de 25-200 ul de Genomic Elution Buffer, se incub6 por 1 minuto
a temperatura ambiente y se centrifugd por 2 minutos a velocidad maxima.
Finalmente, se descarto la columna obteniendo en el tubo eppendorf el ADN

genomico purificado.

8.3.2. Cuantificaciéon de ADN

En la determinacién de la concentracion de la muestra de ADN se empled el
equipo Nanodrop™ 200 (Thermo Scientific) y se midi6é la concentraciéon de
ADN a una absorbancia de 260nm, a 280nm para determinar la pureza. Este

proceso se llevo a cabo segun el protocolo del fabricante.

8.3.3. Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR) convencional

El ADN obtenido previamente fue amplificado mediante PCR, teniendo en
cuenta que se tenian 7 cebadores diferentes que correspondian a los
polimorfismos S311C, TAQ1-B, V81M, CT, P1320, P1325 y P1763. El
cebador empleado para amplificar S311C abarcaba la secuencia del

polimorfismo Pro319Pro por lo que no fue necesario utilizar otro.

El disefio de los cebadores y la estandarizacién de las condiciones de PCR

fueron llevadas a cabo por un estudio previo de Porras, 2015 Tabla 8.

Tabla 8. Secuencias de cebadores empleados para la amplificacion de los
polimorfismos de los genes DRD2, TH y DNTBP1 (Porras, 2015).

SNPS Cebadores forward y reverse T° de
hibridacion
S311CY ‘ Fw: CTGATGCCTGGGAACTTGTC 61°C

PRO319PRO ‘ Rv: AATGGGACCTTTCACAGACC 59°C
TAQ1-B ‘ Fw: CCTGCCAAACCTCATCATCT 60°C



V81M

CT

P1763

P1325

P1320

Rv:
GGAGGTTGCAATAGGCAAGA
Fw:
ATCCCCTGCCTCTGTGTGCCAT
Rv:
TCAGGAACTCAGCCCACACAGC
Fw:
AGAGCTTCAGTGACGCCAAG

Rv: ACGTCCTCACAAAGCTCAGG
Fw:
TGCAGCTCTAGCCCATTTATC
Rv:
TTGCAGCAAAACAGTACTCTCC
Fw:
TGCTCAGATCAATTGAAGGAA
Rv: TGGCTTATATGTGTCCAGCA
Fw:
TCTGGATTTGAGTCCCCAATA
Rv:
GATGGTGTTCTCTGACACACAAA

8.3.4. Amplificacion de los polimorfismos

60°C

69°C

67°C

61°C

60°C
59°C

60°C

58°C
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Se tomé en cuenta la concentracion de los reactivos empleados en la Master

Mix, la misma que contenia 8 reactivos a diferentes concentraciones

considerando que el volumen final de cada reaccion era de 25 pl; los reactivos

se detallan a continuacion en la Tabla 9.

Tabla 9. Componentes de la Master Mix de la PCR.

Concentraci6

Reactivos Volumen (ul) 1x
Stock
Agua Mili-Q - 15.5ul
Green Go Taq Flexi Buffer 5X 5ul

(Promega)
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MgCl2 (Invitrogen) 50mM 0.8ul

dNTPs (Invitrogen) 10mM 0.5ul
Cebador Forward 10 mM 1l
Cebador Reverse 10 mM 1l

Platinum® Taq Polimerasa SuU/ul 0.2ul
ADN 13ng/ul 1pl

Total 25 ul

En cuanto al polimorfismo V81M se adicion6 a la reaccion el adyuvante
DMSO al 99% para favorecer la hibridacion, por lo que la Master Mix se

modificé como se muestra a continuacion en la Tabla 10.

Tabla 10: Master Mix modificada del polimorfismo V81M.

Reactivos Concentracion Volumen
Stock (uh) x1
Agua Mili-Q - 15.5ul
Green Go Taq Flexi Buffer (Promega) 5X 5ul
MgCl. (Invitrogen) 50mM 0.8ul
dNTPs (Invitrogen) 10mM 0.5ul
Cebador Forward 10mM 1l
Cebador Reverse 10Mm 1l
DMSO 99% 1.2ul
Platinum® Tag Polimerasa 50U/l 0.2ul
ADN 13ng/ul 1l
Total 25ul

El programa que se empledé en el Termociclador Multigene OPTIMAX
(Labnet) vario para cada polimorfismo, segun la temperatura de melting de
cada pareja de cebadores: 56°C para S311C y Pro319Pro, 58°C para Taql-
B, 61,9°C para V81M, a 63,1°C en CT, 60,5°C para P1763, 57,4°C para
P1325 y 60,5°C para P1320. Las condiciones de desnaturalizacion inicial,
desnaturalizaciéon, elongacién y elongacién final se mantuvieron para todos

los polimorfismos como se muestra en la Tabla 11.
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Tabla 11. Condiciones empleadas en la PCR de los siente polimorfismos.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
(°C) (Min)
Desnaturalizacion 94 5 1
inicial
Desnaturalizacion 94 0.45
Hibridacion A°T 0.45
Elongacion 72 1 3
Elongacion final 72 3

8.3.5. Electroforesis horizontal

Mediante electroforesis horizontal convencional se visualizaron los productos
de la PCR para comprobar que se amplificé el fragmento de interés. Se realizd
un gel de agarosa al 2%, para lo cual se empleé agarosa liofilizada a la que
se le adicion6 TBE (Tris-Borato-EDTA) al 1X. Posteriormente, se calent6 la
solucion en el microondas hasta que la agarosa estuvo completamente diluida
y se adiciond bromuro de etidio en una proporcion de 1 ul por cada 20 mL de
la solucion. Finalmente, se colocé la solucion bien mezclada en un molde y

se posiciond las peinetas para la formacion de los pocillos.

Una vez que se formo el gel, se procedi6 a cargar 1 pl de marcador de peso
molecular de 100 pb seguidamente se cargaron 5 pl del producto de PCR
directamente en cada pocillo, teniendo en cuenta que al emplearse el buffer
Green Go Tag® Flexi la muestra incrementa su densidad permitiendo que la
misma vaya hacia el fondo. El gel se corri6 a 100 V por 30 minutos
permitiendo que las bandas se separen segun su peso molecular. Al final, se

observo el gel en el transiluminador UV (GE Healthcare).

8.3.6. Secuenciacion mediante método de Sanger.

La secuencia de ADN se obtuvo a través de secuenciacion tipo Sanger

(electroforesis capilar) en el equipo Genetic Analyzer 3130 (Applied
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Byosistems), para ello fue necesario el uso de diferentes procedimiento
detallados a continuacion. El fragmento obtenido permiti6 conocer los
genotipos teniendo en cuenta que un pico representa al genotipo homocigoto

dominante y recesivo, y dos picos para heterocigoto.

8.3.6.1. Purificacién de los productos de PCR convencional

1. Una vez que se comprobd la presencia del fragmento de interés, se
procedié a purificar el mismo mediante el kit comercial Agencourt
AMPure XP, el cual contiene perlas magnéticas que tienen afinidad por
el ADN lo que permite eliminar los componentes de la PCR
convencional y contaminantes que no han sido procesados como
cebadores y dNTPs (Beckman Coulter, 2015). El protocolo estandar a
seguir fue establecido por el Instituto de Investigaciones Biomédicas
gue consistio en:

2. Se equilibré a temperatura ambiente y se homogeneizé el AMPure XP
mediante vortex.

3. Se colocaron 15 pl de AMPure XP por cada 10 pl de producto de PCR
en tubos strips de 0,2 ml.

4. Se mezclé bien mediante voértex e incubd por 5 minutos a temperatura
ambiente.

5. Se colocaron los tubos strips en la placa magnética por 5 minutos hasta
se dé la formacion del anillo alrededor de las paredes del tubo.

6. Sin retirar el tubo de la placa magnética se elimind con micropipeta el
liquido sin tocar el anillo.

7. Se adicionaron 200 pl de etanol al 70% recién preparado y se incubd
por 30 segundos.

8. Se elimind el etanol mediante inversion de la placa sobre papel
absorbente sin retirar el tubo de la misma.

9. Se realiz6 un segundo lavado con etanol al 70%, se incubd por 30
segundos y se descarto el etanol.

10.Se eliminaron los remanentes de etanol del fondo del tubo con
micropipeta y se seco en la incubadora a 37°C por 15 minutos.
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11.Se separaron los tubos de la placa magnética y se agregaron 30 pl de
agua Mili-Q.

12.Se mezclé bien hasta que el liquido se torné café y se coloco
nuevamente en la placa magnética.

13.Se extrajo el liquido en tubos strips nuevos sin tocar el anillo formado

obteniendo los amplificados de ADN puros.

Para comprobar que el proceso se llevdé a cabo con éxito se realiz6 una
electroforesis horizontal convencional especificada anteriormente, para lo
cual se mezcl6 1 pl de buffer de carga con 4 pl de ADN purificado. Se corrié
el gel a 100 V por 25 minutos y se visualizé6 en el transiluminador (GE

Healthcare).

8.3.6.2. Reaccidn en cadena polimerasa de secuencia de ADN amplificado

uro.

La PCR de secuencia estuvo compuesta por 4 reactivos cebadores forward y
reverse de los siete polimorfismos (S311C, Pro319Pro, Taql-B, V81M, CT,
P1763, P1325 y P1320), BigDye Terminator Mix v3.1, BigDye Terminator
Secuencing Buffer 5X 'y ADN puro (Tabla 12).

Tabla 12. Componentes de la Master Mix de PCR de secuencia.

Reactivo Concentracién Volumen (ul) x1
BigDye Terminator 0.75 x 0.9ul
Secuencing Buffer 5X
BigDye Terminator Mix v3.1 0,75 x 0.5ul
Cebador Forward o Reverse 0.27 yM 1.6pl
(1 uMm)
ADN 3l
Total 6 ul

La preparacion del Master Mix se llevo a cabo en ausencia de luz para evitar

la degradaciéon de los fluoréforos. Posteriormente, se realizé la PCR en el
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termociclador Multigene OPTIMAX (Labnet) con el programa que se muestra
en la Tabla 13.

Tabla 13. Programa de amplificacion PCR de secuencia para todos los

polimorfismos.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
(°C) (min)
Desnaturalizacion 96 3 1
inicial
Desnaturalizacion 96 0.1 25
Hibridacion 50.5 0.05
Elongacion 60 4

8.3.6.3. Purificacion de los productos de PCR de secuenciacion

Se llevo a cabo con el kit Agencourt CleanSeq® el cual mantiene el principio

de purificacion para PCR convencional mencionado previamente (Beckman

Coulter, 2015). Se siguié el protocolo establecido por el Instituto de

Investigaciones Biomédicas (lIB) que consiste en:

1.
2.

Se estabilizé a temperatura ambiente y homogeneiz6 el CleanSeq.
Se adicionaron 2 ul de CleanSeq y 16,2 pl de etanol al 85%
recientemente preparado por cada 6 pl de PCR de secuenciacion.

Se mezclé bien mediante vortex, se colocd los tubos en la placa
magnética y se incubd por 3 minutos hasta que se forme el anillo en
las paredes del tubo.

Se elimino el liquido sin tocar el anillo y sin separar de la placa los
tubos.

Se adicionaron 100 pl de etanol al 85% y se incub6 por 30 segundos
Se elimind por inversion de la placa magnética el etanol en papel

absorbente.

. Se agreg6 100 pl de etanol al 85%, se incubd por 30 segundos y se

elimind por inversion en papel absorbente.
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8. Se aspir6 los remanentes de etanol con la micropipeta.

9. Se dejo secar el etanol de los tubos strips sin retirar de la placa
magnética a 37°C por 15 minutos.

10.Se resuspendio en 20 pl de agua Mili-Q y se mezclé bien mediante
vortex hasta que el liquido se torno café y se incub6 por 30 segundos.

11.Se tomaron 20 pl del producto amplificado de ADN puro con la
micropipeta.

12.Se carg6 directamente en la placa de secuenciacion para su analisis a
través del equipo Genetic Analyzer 3130 (Applied Byosistems), que
nos permite conocerla secuencia y a su vez identificar la presencia de

polimorfismos.

8.3.7. Tabulacidn e interpretacion de datos

La interpretacion de los datos obtenidos a través de las secuencias de los
siete polimorfismos tanto en la poblacion control como pacientes se realizé a
través del software Genious 9.1.4, el cual permitié realizar el alineamiento de
las secuencias y asi mismo identificar las variantes existentes, y comparar

con la secuencia consenso del NCBI (NCBI, 2016)

8.4. Pruebas de confiabilidad

Una vez que se obtuvieron los genotipos mediante secuenciacion, se
procedio a realizar el analisis estadistico en el programa SPSS stadistics 20,
para ello se realizd la prueba no paramétrica de Fisher, Equilibrio de Hardy-

Weinberg y Odds ratio.

Para determinar el valor de Hardy-Weinberg se utilizé ecuacion determinada
por el mismo:

Ecuacion 2
(p +0)?=p?+ 2pq + ¢? ( )

Donde p? y g?representan la frecuencia del genotipo homocigoto recesivo o
dominante, y 2gp la frecuencia del genotipo heterocigoto (Iniesta, Guing,
Moreno, 2005).
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La prueba de Fisher nos permitid realizar un analisis a partir de datos
obtenidos experimentalmente, calculando el valor de p. Cuando este valor fue
< 0,05 se determind que existia asociacion significativa entre la poblacion
control y pacientes con relacion a cada uno de los polimorfismos estudiados
(Arcilla, Garcia, Gomez, Montenegro, Silva, 2015). Asi mismo, se
relacionaron variables como edad, género, edad de inicio de la enfermedad,

antecedentes y tipo de esquizofrenia con cada uno de los SNP.

La prueba de Odds ratios se empled para determinar el riesgo relativo que
tiene un individuo a desarrollar la enfermedad segun su perfil genético con

un intervalo de confianza del 95% (Cerda, Vera, Rada, 2013).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Andlisis de Historias Clinicas de los pacientes

La poblacion estuvo conformada por 20 pacientes del Hospital Psiquiatrico
“Sagrado Corazon” y 36 controles de la Universidad de las Américas. Dentro de
los datos de los pacientes se consideraron el género, edad, edad de inicio de
psicosis, tipo de esquizofrenia, y antecedentes familiares relacionados a
enfermedades mentales. En los controles se considero el género y la edad. Cabe
mencionar que no se conto con la informaciéon completa para algunos pacientes

Anexo 1.

Segun los datos que maneja la Organizacion Mundial de la Salud existe un dificil
acceso a los servicios de salud mental del al menos el 50% de los pacientes con
esquizofrenia, y el 90% no ha sido adecuadamente tratado en los paises de
segundo y tercer mundo (OMS, 2016). El Ecuador al ser un pais en vias de
desarrollo tiene deficiencias en los sistemas de salud, lo que dificulta el
adecuado manejo de los pacientes en los hospitales psiquiatricos, y esto sumado
a la limitada apertura por parte de otras instituciones, da como resultado un

reducido niumero de muestras para la investigacion (n=20).

9.1.1. Datos del género y edad en pacientes y controles

En cuanto al género se obtuvo en pacientes 6 mujeres y 14 hombres, que
representaban el 30 % y 70 %, respectivamente. En la poblacion control, a su
vez fueron 21 mujeres y 15 hombres, que representaron el 58,33 % y 41,67

% respectivamente (Figura 12).
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9.1.2. Datos de la edad actual en pacientes y controles

La edad media fue 40 afios. Asimismo, se definieron los rangos de edades
de los pacientes esquizofrénicos y poblacion control con la que se realiz6 el
estudio. En el caso de los pacientes con esquizofrenia se obtuvo en el rango
de 31- 50 al 10% y el 90 % en el rango de edad de 51-80 afios (Figura 13).

En el caso de la poblacion control se obtuvo que el 28,78 % estaban en el
rango de <30, el 50% dentro de los 31-50 afios y el 22,22 % se encuentra en

el rango de 51-80 afios (Figura 13).
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Figura 13. Distribucion de pacientes y poblacién
controles segun el rango de edad.

La esquizofrenia afecta a 21 millones de personas en todo el mundo. La
frecuencia en hombres es de 12 millones y en mujeres de 9 millones (Molina,
Gonzalez, Cuartero, Lerma, Andrade, 2008; Jiménez & Vazquez, 2012), por

ello se considera que la incidencia es mayor en hombres lo que coincidié con
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este estudio debido a que el 70% de las muestras de la poblacién afectada
pertenecian a hombres y el 30% a mujeres. El andlisis estadistico del género
con relacion a los SNPs estudiados no present6 asociacion alguna (p > 0,05).
En otras palabras, aunque existe mayor incidencia de esquizofrenia en
hombres, ninguno de los polimorfismos aqui analizados se encuentra mas
frecuentemente en varones. Entonces, la causa estaria en otros
polimorfismos o en factores ambientales enddégenos y/o exdgenos que se

presentan mas en hombres que en mujeres (Navarro, Calero, Calero., 2014).

9.1.3. Datos de la edad de inicio de psicosis en pacientes

Se determiné los rangos de inicio de la psicosis teniendo asi <20 afios
representando el 15% de la poblacion, el 20 % se encontraba en el rango de
edad de entre 21 a 35 afios y el 65% correspondian a una edad entre >36
(Figura 14). Ademas, el promedio de las edades en relacion al género para

las mujeres fue de 38,43 afios y de hombres de 38,54 afios.

14 65%
12
10

) <20

21-35

° 20% >35

4 15 %

2

0

<20 21-35 >35

Figura 14. Distribucién de edades de
inicio de la enfermedad de los pacientes.

Por otro lado, otros estudios hacen énfasis en las diferencias entre género en
lo que se refiere al inicio de la enfermedad, ya que se ha establecido que en
hombres se desarrolla entre los 15 a 25 afios, sin embargo en las mujeres se
presentan dos picos que corresponde entre los 15 a 30 y 45 a 50 afos
(Cernovsky, Landmark, O Reilly, 2002; Usall & Coromina, 2011). En esta
investigacion no se logro evidenciar esta relacion debido a que los datos

obtenidos en algunos casos correspondian a la edad a la que el paciente
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ingreso al hospital psiquiatrico, sin embargo se obtuvo la edad media de las
mujeres fue de 38,4 afios y de hombres de 38,5 afios lo cual no esti
relacionado con lo que se describe en la literatura. Mientras que
estadisticamente no existid significancia (p > 0,05) en ninguno los siete

polimorfismos.

9.1.4. Antecedentes familiares en relacién a enfermedades mentales en

pacientes.

Los datos de presencia antecedentes de familiares cercanos relacionados a
enfermedades mentales como: Alzheimer, esquizofrenia, y patologias
mentales no especificas, representaron el 80% y el 20 % a la ausencia de los
mismos. En algunos no se contaba con la informacion necesaria, en dichos
casos se establecid la ausencia de antecedentes familiares.

En relacion a los antecedentes familiares de enfermedades mentales, se ha
descrito que el componente genético juega un papel crucial, debido a que una
persona que tiene antecedentes familiares en primer grado de
consanguinidad tiene 4 veces mas probabilidad de padecimiento de
esquizofrenia o algun tipo de enfermedad mental, puesto que Ila
heredabilidad de la enfermedad es alta de entre un 80 a 85% (Nufez et al.,
2013; Bergen et al., 2014). Al ser un factor que representa riesgo ha sido
analizado en los pacientes de estudio, demostrando que el 80% no tenia
antecedentes familiares mientras que el 20% si. Estos datos notablemente
no tienen concordancia con lo mencionado, a causa de que en los hospitales
psiquiatricos no consideran importante el rol de la genética en las
enfermedades mentales, como es el caso. No obstante, tampoco se logré
demostrar asociacion significativa (p > 0,05) en relacion a los polimorfismos,

lo que pudo deberse a causa del numero reducido de muestras.

9.1.5. Tipos de esquizofrenia

Los tipos de esquizofrenia diagnosticados en el presente estudio son
trastorno esquizofrénico en un 10%, esquizofrenia paranoide 70%,

esquizofrenia organica 5% y esquizofrenia residual 15% (Figura 15).



49

80
70
60
50
40

30

20 15%

10 10% 50

70%

Trastorno Esquizofrenia  Esquizofrenia  Esquizofrenia
Esquizofrénico Paranoide Organica Residual

Figura 15. Porcentajes de Ilos tipos de
esquizofrenia de los pacientes.

En lo que se refiere a los tipos de esquizofrenia, estos son evaluados de
acuerdo a la sintomatologia que presentan los pacientes al momento del
diagnéstico, lo cual puede variar en el tiempo. Sin embargo, se ha
determinado que el tipo mas recurrente es la esquizofrenia paranoide, sin que
existan diferencias entre género (Montero et al., 2002; Avilés, 2014). En la
poblacion estudiada, al igual que en la bibliografia, la esquizofrenia paranoide
representa el 70%, esquizofrenia residual el 15%, esquizofrenia organica 5%
y trastorno esquizofrénico 10%. Por otro lado, se ha determinado que la
funcionalidad de los componentes implicados en la neurotransmision
(receptores, enzimas y canales) puede verse afectada por la presencia de
polimorfismos, por lo que estan implicados en el tipo de sintomatologia
presentada en el individuo por ende el tipo de esquizofrenia (Olivan, 2016).
No obstante, en la investigacion no se obtuvo significancia alguna asociacion

entre el tipo de esquizofrenia y los polimorfismos (p > 0,05).

9.1.6. Estado civil

El estado civil de los pacientes con esquizofrenia, se estableciéo que en su
mayoria eran solteros representando el 75%, viudos 10%, divorciados 10% y
casados 5% (Figura 16).
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Figura 16. Porcentajes del estado civil de los
pacientes.

Hay que mencionar, que dentro de los factores sociodemograficos que se han
estudiado se encuentra el estado civil, ya que se considera como una
caracteristica importante dentro del cuadro clinico. Nuestros datos sefialan
gue existe en mayor numero de personas solteras, a lo que se le ha
relacionado con el deterioro cognitivo impidiendo el desarrollo social del
individuo (Fresan et al., 2005; Gonzales, Felipe, Llanes, Olivia, Moreno,
2015). Seguidos por divorciados que son el 10%, viudo el 10% y casados el
5%.

9.1.7. Situacién laboral

Los datos de la situacion laboral mostraron que los pacientes no trabajan en
un 60%, trabajan 20% y jubilados 20%.
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Figura 17. Porcentajes de la situacion laboral
de los pacientes.
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Del mismo modo se analizé la situacién laboral de los pacientes, ya que es
considerada la principal causante de discapacidad a nivel mundial por que
perturba el desempefio educativo y laboral (Chuaqui, 2006). Esto esta
influenciado directamente por los inconvenientes que produce esta
enfermedad como el déficit de atencion, delirios, alucinaciones,
disfuncionalidad motriz, entre otras, ademas del estigma y discriminacion que
se ha generado en torno a la misma. Es por ello que la empleabilidad para
personas en esta condicion es baja, por lo general mas del 50% se encuentra
desempleado (Rodriguez et al., 2013). Lo que ha sido ratificado con la
situacion laboral obtenida en este estudio, 60% no tiene empleo, el 20%

jubilado y el 20% trabaja en empresas de familiares.

9.2. Extraccién de ADN

Cada una de las muestras de DNA presentaron diferentes concentraciones, por
lo que igualaron las mismas a 13 ng/ul tanto de las 20 muestras de pacientes y

de los 36 controles. Anexo 2y 3.

9.3. Amplificacién de los polimorfismos

La técnica de PCR convencional amplifico los fragmentos de los polimorfismos
S3111C (433pb), Pro319Pro (433), Taql-B (218), V81M (404), CT (286), P1763
(266), P1325 (208) y P1320 (208). Los mismos que fueron visualizados en
electroforesis convencional considerando el tamafio del fragmento (Anexo 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11).

9.4. Identificacion de los genotipos

El alineamiento de secuencias mediante el programa Geneious, se identificaron
los genotipos obtenidos a través de la interpretacion de los electroferogramas de
las secuencias de los pacientes con esquizofrenia de la poblacion control de los

siete polimorfismos.

9.4.1. Genotipos de los pacientes
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9.4.1.1. Gen DRD2

Para el polimorfismo S311C (rs1801028) en pacientes con esquizofrenia se
detect6 la presencia de los genotipos homocigoto dominante en un 75% y
heterocigoto en el 25% (Anexo 12 y Figura 18). Con respecto al polimorfismo
Pro319Pro (rs6277) se identificaron los genotipos homocigoto dominante que
representd el 70% y heterocigoto en un 30% de los pacientes (Anexo 13y
Figura 18). Adicionalmente, en el electroferograma de la secuencia obtenida
a partir de la amplificacion del polimorfismo S311C y Pro319Pro, se observo
la presencia de otro polimorfismo que no estaba incluido en nuestro estudio
gue ha sido reportado en la base de datos NCBI-SNP. Corresponde al rs6275
ubicado en la posicion 113.412.737 genera un codon sinénimo Histidina-
Histidina, para el mismo se observaron los genotipos homocigoto dominante
en un 20%, homocigoto recesivo en un 30% y heterocigoto en un 50% en los

pacientes con esquizofrenia (Anexo 14 y Figura 18).

Para el polimorfismo Taql-B (rs1079597) se establecieron los genotipos
homocigoto dominante en un 50%, homocigoto recesivo en un 10% vy
heterocigoto en un 40% en la poblacion afectada (Anexo 15 y Figura 18). En
la secuencia obtenida del polimorfismo Taql-B se presentd otro polimorfismo
que no ha sido reportado en la base de datos de NCBI-SNP, esta ubicado en
la posicion 113.425.553. En este polimorfismo se pudo apreciar los genotipos
homocigoto dominante en un 25%, homocigoto recesivo en un 16.6% y

heterocigoto en un 58,33% (Anexo 16 y Figura 18).

9.4.1.2. Gen TH

Para el polimorfismo CT (rs2070762) se observo la presencia de los
genotipos homocigoto dominante en un 10%, homocigoto recesivo en un 35%
y heterocigoto en un 55% (Anexo 17 y Figura 18). Asi mismo, en la secuencia
obtenida del polimofismo CT se evidencié la presencia de otro polimorfismo
que no ha sido reportado, se encuentra en la posicion 2.165.110. Esta
variacion presentd los genotipos homocigoto dominante en un 65% vy

heterocigoto en un 35% (Anexo 18 y Figura 18).
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Para el polimorfismo V81M (rs6356) se obtuvo el genotipo homocigoto
dominante en un 25%, homocigoto recesivo en un 15% y heterocigoto en un
60% (Anexo 19 y Figura 18). Y a su vez el polimorfismo Arginina-Arginina
(rs76240471) presentd en un 100% el genotipo dominante [G/G] en la
poblacion afectada.

9.4.1.3. Gen DNTBP1

En el polimorfismo P1320 (rs760761) se identificaron los genotipos
homocigoto dominante en un 80% y heterocigoto en un 20% (Anexo 20 y
Figura 18).

El polimorfismo P1325 (rs1011313) obtuvo la presencia de los genotipos
homocigoto dominante en un 5%, homocigoto recesivo en un 80% vy

heterocigoto en un 15% (Anexo 21y Figura 18).

En el SNP P1763 (rs2619522) se determinaron de los genotipos homocigoto

dominante en un 80% y heterocigoto en un 20% (Anexo 22 y Figura 18).
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Figura 18. Distribucion de los genotipos en porcentajes para cada uno de los polimorfismos en pacientes esquizofrenicos.
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9.4.2. Genotipos de la poblacién control

9.4.2.1. Gen DRD2

En cuanto a lo que se refiere a la poblacion control para el polimorfismo
S311C (rs1801028) se obtuvieron los genotipos homocigoto dominante en un
86,11 %, homocigoto recesivo 2,78% y heterocigoto 11,11% (Anexo 23 y
Figura 19). Para el polimorfismo Pro319Pro (rs6277) se establecid la
presencia de los genotipos homocigoto dominante en un 75%, homocigoto
recesivo en un 5,56% y heterocigoto en un 19,44% (Anexo 24 y Figura 19).
Ademas, en la poblacién control se identificé el mismo polimorfismo His-His
(rs6275) situado entre el polimorfismo S311C y Pro319Pro, el mismo que
presentd los genotipos homocigoto dominante en un 11,11%, homocigoto
recesivo 30,56% y heterocigoto en un 58,33% (Anexo 25y Figura 19).

Para el SNP Taql-B (rs1079597) se determind la presencia de los genotipos
homocigoto dominante en un 22,22%, homocigoto recesivo 16,67% y
heterocigoto en un 61,11% (Anexo 26 y Figura 19). Del mismo modo, se
evidencio la presencia del polimorfismo que se encuentra en la posicion
113.425.553 en la secuencia Tagl-B de la poblacién control, en donde se
evidencio la presencia de los genotipos homocigoto dominante en un 25%,
homocigoto recesivo en un 16,67%y heterocigoto en un 58,33% (Anexo 27 y
Figura 19).

9.4.2.2. Gen TH

En el polimorfismo CT (2070762) se observaron los genotipos homocigoto
dominante en un 8,33%, homocigoto recesivo en un 55,56%y heterocigoto en
un 36, 11% (Anexo 28 y Figura 19). También, se identificd el polimorfismo
2.165.110 que se encuentra en estado homocigoto dominante [C/C] en el

100% de la poblacion control.

En el SNP V81M (rs6356) se obtuvieron los genotipos homocigoto dominante
en un 11,11%, homocigoto recesivo en un 44.44% vy heterocigoto en un

44,44% (Anexo 29 y Figura 19). Igualmente, se presencié otro polimorfismo
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que ha sido reportado en la base de datos NCBI-SNP, el polimorfismo
rs76240471 ubicado en la posicion 2.169.695 genera un codén sinénimo de
Arginina-Arginina. Se identificaron los genotipos homocigoto dominante en un
91, 67% y heterocigoto en un 8,33% (Anexo 30 y Figura 19).

9.4.2.3. Gen DNTBP1

La variante P1320 (rs760761) mostro los genotipos homocigoto dominante
en un 83,33% y heterocigoto en un 16,67% (Anexo 31y Figura 19). En lo que
se refiere al polimorfismo P1325 (rs1011313) se obtuvieron los genotipos
homocigoto recesivo en un 75% y heterocigoto en un 25% (Anexo 22 y Figura
19). Por dltimo, en el polimorfismo P1763 (rs2619522) se establecio la
presencia de los genotipos homocigoto dominante en un 94,44% vy
heterocigoto en un 5,56% (Anexo 33 y Figura 19).

Discusién de todos los genotipos presentado en pacientes y controles

En total se registré la presencia de 12 polimorfismos, de los cuales cinco se
encuentran en el gen DRD2, de ellos tres fueron el objetivo del estudio
(S311C, Pro319Pro y Tagl-B), y dos fueron identificados en la secuencia;
uno de estos ya ha sido reportado en la base de datos NCBI- SNP (His-His)
y otro totalmente nuevo en la posicion 113.425.553, lo que le da realce a este
estudio. Del mismo modo, en el gen TH se amplificaron cuatro SNPs, de los
cuales dos pertenecian al estudio (CT y V81M), y los otros dos fueron
determinados en la secuencia, uno esta reportado en la base de datos
denominado Arg-Arg y el otro que hasta el momento habia sido desconocido,

este esta ubicado en la posicion 2.165.110.
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9.5. Pruebas de confiabilidad
9.5.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg

En el equilibrio de Hardy-Weinberg se estableci6 que casi todos los
polimorfismos se encuentran en equilibrio ya que el valor de p es mayor a 0,05,
a execpcion del polimorfismo Arg-Arg que adquirié un valor de p igual a O (Tabla
14).

Tabla 14. Valores de las frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de

Hardly-Weinbergde los polimorfismos.

Frecuencias Genotipicas Frecuencias Alélicas Hérdy—
Weinberg
SNPs | Genotipo Casos Controles Total Casos Controles Total Valor p
(n=20) (n=36) (n=20) (n=36)
S311C Cc-C 75 86,1 82,1 87,5 91,7 90,2 0,363
C-G 25 11,1 16,1
G-G 0 2,8 1,8 12,5 8,3 9,8
PRO319 Cc-C 70 75 73,2 85 84,7 84,8 0,4613
C-T 30 194 23,2
T-T 0 5,6 3,6 15 15,3 15,2
HIS T-T 20 11,1 14,3 45 40,3 42 0,307
T-C 50 44,4 55,4
C-C 30 30,6 30,4 55 59,7 58
TAQ1-B G-G 50 22,2 32,1 70 52,8 58,9 0,307
G-A 40 61,1 53,6
A-A 10 16,7 14,3 30 47,2 41,1
NR_A TT 50 25,0 33,9 70 54,2 59,8 0,5631
T-C 40 58,3 51,8
C-C 10 16,7 14,3 30 45,8 40,2
CT T-T 10 8,3 8,9 37,5 26,4 30,4 0,9191
T-C 55 36,1 42,9
Cc-C 35 55,6 48,2 62,5 73,6 69,6
NR_B Cc-C 65 100 87,5 82,5 100 93,8 0,6179
C-T 35 0 12,5
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T-T 0 0 0 17,5 0 6,3

V81M A-A 25 111 16,1 525 33,3 42 0,8053
G-A 55 4,4,44 48,2
G-G 15 44,4 33,9 425 66,7 58

ARG G-G 100 91,7 94,6 100 95,8 97,3 0
G-A 0 8,3 54
A-A 0 0,0 0 0 4,2 2,7

P1320 Cc-C 80 83,3 82,1 90 91,7 91,1 0,4632
C-T 20 16,7 17,9
T-T 0 0 0,0 10 8,3 8,9

P1763 T-T 80 94,4 89,3 90 97,2 94,6 0,6719
T-G 20 5,6 10,7
G-G 0 0 0 10 2,8 5,4

P1325 A-A 5 75,0 50 12,5 87,5 60,7 0,8786
A-G 15 25,0 21,4
G-G 80 0 28,6 87,5 12,5 39,3

Mediante el equilibrio de Hardy-Weinberg se determiné que la poblacion
mantiene el equilibrio con relacion a todos los polimorfismos. Habiendo una
excepcion con el polimorfismo Arg-Arg (p < 0,05), esto puede ser a causa de que
sus frecuencias alélicas y genotipicas no se mantuvieron constantes como
establece la ley de Hardy-Weingber, las mismas pueden cambiar debido a
factores como la evolucién, migracion, entre otras (Andrews, 2010). En este caso
la presencia del genotipo heterocigoto en la poblacién control podria sugerir el

tamarfo de la muestra es insuficiente.

9.5.2. Prueba de Fisher

A través de esta prueba se determind que no existe asociacion significante en
casi ninguno de los polimorfismos, ya que los valores de p fueron > 0,05, a
excepcion de la variante 2.165.110 en la cual se obtuvo un valor de p = 0,000
334 (Tabla 15).
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Ademas, se relacionaron los datos clinicos de los pacientes como edad, género,
edad de inicio de la enfermedad, antecedentes y tipo de esquizofrenia con los
polimorfismos. No se encontré asociacion significativa de las mismas debido a
que los valores de p fueron > 0,05, a excepcion del polimorfismo 113.425.553
que esta asociado estadisticamente con la edad actual (p = 0,044). Ademas,
como el polimorfismo Arg-Arg sélo cuenta con el genotipo dominante [G/G], es
decir una variable no se obtuvo ningun valor de p en la edad de inicio de la

enfermedad, antecedentes ni tipo de esquizofrenia (Tabla 15).



Tabla 15. Valores de p en relacién a la poblacién y los datos obtenidos en los historiales clinicos con cada uno de los

limorfismos.
Variables
Poblacién Afectada
Control
Edad Casos
Controles
Género Femenino
Masculino
Edad de
o Afectados
inicio
Antecedentes Si tiene
No tiene
Tipo de Orgéanica
esquizofrenia Residual
Trastorno
esquizofrénico
Paranoide

‘SSllC Por319Pro His-His Taql-B

0,165

0,956

0,705

0,408

0,751

0,33

0,571

0,944

0,337

0,343

0,136

0,681

0,066

0,214

0,789

0,777

0,516

0,232

0,323

0,759

0,858

0,42

0,2

Valor de p
Polimorfismos

113.425.553 CT 2.165.110
0,171 0,319 0,000334

0,044 0,55 0,842

0,67 0,273 0,5

0,86 0,865 0,282

1 0,269 0,439

0,387 0,186 0,123

V81M

0,058

0,114

0,063

0,842

0,773

0,308

Arg-Arg

0,258

0,665

0,118

P1320

0,511

0,489

0,364

0,495

0,624

0,58

P1325

0,17

0,07

0,205

0,958

P1763

0,296

0,733

0,665

0,495

0,624

0,58
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El SNP S311C esté presente en la poblacion control y en pacientes, sin embargo
la distribucion genotipica varié entre los mismos. Debido a que en los pacientes
s6lo se hallaron los genotipos homocigoto dominante y heterocigoto, mientras
que en los controles hubieron de los genotipos homocigoto dominante,
homocigoto recesivo (2,78%) y heterocigoto. Este polimorfismo ha sido asociado
al cambio en la conformacion 3D, disminucion de la afinidad del receptor por la
dopamina y al acoplamiento de la proteinas G (Podder, ,Pandey, Latha, 2015).
No obstante, diferentes estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAS)
no han demostrado la asociacion de la mutacion con el desarrollo esquizofrenia
en poblaciones como India, China, Japon (Yao et al., 2015). En el caso de la
poblacién ecuatoriana en estudio no se puede confirmar ninguna asociacion (p

> 0,05), ya que el nimero de muestras es reducido.

Asi mismo, el polimorfismo Pro319Pro mostré diferente distribucién genotipica
entre los pacientes y controles, ya que el primer grupo solé presento los
genotipos homocigoto dominante y heterocigoto, y en los controles homocigoto
dominante, homocigoto recesivo (5,56%) y heterocigoto. En el estudio de
asociacion de Betcheva et al, (2009, p.105) en poblaciones caucasicas de USA
no se ha encontrado asociacion significante del polimorfismo, sin embargo
enfatizan que diferentes investigaciones en las poblaciones caucaseas de norte
de Europa, Australia, Espafia, China, Finlandia, Bulgaria y Rusia si existio
asociacion (Gollner & Fieder, 2015). Con este trabajo se determind que en la
poblacién de estudio de Ecuador no existe asociacién con la esquizofrenia, esto

puede ser a causa del nimero de muestras empleado.

Asi mismo, el SNP rs6275 (His-His) present6 todas las variaciones genotipica
tanto los controles como los pacientes, aunque en diferentes propociones para
cada uno. Hasta el momento, los analisis de significancia del polimorfismo no
ha mostrado relacion con esquizofrenia en poblaciones caucasicas, China, Brasil
y ecuatoriana (Zai et al., 2008; Lan et al., 2009; Kang et al., 2011).

En el polimorfismo Taql-B se determiné que tuvo la misma distribucion
genotipica en pacientes y en controles, con diferente proporcion de cada

genotipo. Ademas, se demostrd que no tiene asociacion significativa alguna en



63

la poblacion de estudio (p>0,05), ni tampoco en 5 diferentes etnias del sur, oeste
y norte de la India 'y en Espafia, sélo en una poblacion del sur de India se obtuvo
una asociacion con la esquizofrenia o la hipoactividad dopaminérgica (Vijayan et
al., 2007; Lafuente et al., 2008; Singh et al., 2016). Cabe mencionar que existen
varios estudios en los que este polimorfismo esta mayormente asociado a
enfermedades como cardiopatias, alcoholismo, adiccion a las drogas y otras

enfermedades mentales (Salcedo, 2007; Lu et al., 2013).

En lo que se refiere al polimorfismo ubicado en la posicion 113.425.553 se
encontré que los genotipos mantenian el mismo comportamiento en pacientes
gue en controles, debido a que se obtuvo los genotipos homocigoto dominante,
homocigoto recesivo y heterocigoto, lo que vario fue la frecuencia en la que se
encontraban (p>0,05). Del mismo modo, el polimorfismo no reportado que esta
en la posicion 2.165.110 mostro distribucion diferente en los controles y en casos
(Tabla 15), dado que los genotipos presentados en paciente fueron homocigoto
dominante y heterocigoto, pero en los controles Unicamente se identificaron
homocigotos dominantes, dandonos diferencias significativas (p=0,000334).
Considerando que no estan reportados en la base de datos NCBI-SNP se
deberia ampliar este estudio para corroborar su asociacién con la esquizofrenia,
o la presencia en la poblacion ecuatoriana, representando asi un factor de riesgo

Unico para nosotros.

De la misma manera, se encontrd en el polimorfismo CT la presencia de los
genotipos homocigoto dominante, homocigoto recesivo y heterocigoto en casos
y controles, aunque las proporciones eran diferentes para cada uno de los
genotipos. En el analisis estadistico no se encontro significancia en la asociacion
del polimorfismo con la esquizofrenia (p<0,05), lo cual concuerda con los
estudios realizados en China (Yi et al., 2012). No obstante, se ha encontrado
asociacion significante del polimorfismo en un estudio de adiccion a Cannabis y

pre-eclampsia (Fernandez et al. 2013; Chen, Tong, Zhang, et al., 2015).

En el polimorfismo V81M se obtuvo la misma distribucion genotipica en pacientes
y en controles, aunque se determinaron diferentes porcentajes para cada uno de

los genotipos en ambas poblaciones, esto no fue estadisticamente significativo
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(p>0,05), asi mismo, investigaciones sefialaron que el SNP no incide
significativamente en la funcién de la enzima tirosina hidroxilasa, por lo que la
sintesis de las catecolaminas como la dopamina no se ve afectada (Rao et al.,
2007; Srivastava et al., 2010). Este polimorfismo ha sido mayoritariamente

asociado con enfermedades como Parkinson (Tekin et al., 2015).

Con respecto al polimorfismo rs76240471 (Arg-Arg) se identifico la presencia del
genotipo homocigoto dominante en pacientes y en controles el genotipo
homocigoto dominante y heterocigoto. A pesar de que el polimorfismo se
encuentra registrado en la base de datos NCBI-SNP, no se han realizado
estudios de asociacion a enfermedades, sin embargo se podria realizar una

investigacion mas amplia en esquizofrenia.

Para el polimorfismo P1320 se evidenci6 tanto en los pacientes como en la
poblacién control el genotipo homocigoto dominante y heterocigoto, pero
variaron en su frecuencia en cada uno de los genotipos en las dos poblaciones.
En el andlisis estadistico no obtuvo significancia (p>0,05), no obstante en
estudios de asociaciobn en Korea e Irlanda, se ha demostrado que este
polimorfismo si tiene asociacion con la esquizofrenia (Riley et al., 2009; Hyun et
al., 2012).

Asi mismo, la variante 1325 mostré una distribucion distinta de los genotipos, en
pacientes se encontraron todos los genotipos y en los controles se identificaron
anicamente homocigotos recesivos y heterocigotos, pero diferentes frecuencias.
Las investigaciones demuestran que en poblaciones como Hungria existe
asociacion con la esquizofrenia (Réthelyi et al., 2009), sin embargo en
poblaciones como Irlanda, Malasia y en este caso en la poblacion estudiada de
Ecuador no (Schwab et al., 2003; Ning, Foon, Yee, 2015).

En cuanto al polimofismo P1763 la distribucidon genotipica fue semejante en los
casos y controles, y se encontraron todos los genotipos. Los estudios de
asociacion del polimorfismo en Korea mostraron que no existe asociacion con
esquizofrenia en esta poblacion. Ademas, han realizado analsis en diferentes
grupos de personas clasificados por etnias como: blancos, afroamericanos e

hispanos, en los cuales sélo existié sgnificancia en blancos (Trost et al., 2013).
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9.5.3. Prueba de Odds-ratio entre poblacion afectaday control.

La prueba de Odds-ratio se realiz6 para cada uno de los polimorfismos en
relacion a los genotipos obtenidos, se determin6 que ninguno de los
polimorfismos representa un riesgo en el desarrollo de la enfermedad (p > 0,05).
En algunos casos no se pudo determinar debido a la presencia de valores de 0O
como se detalla en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores de Odds ratio de cada polimorfismo en relacion a los

genotipos obtenidos.

SNPs Genotipo Casos Control Odds-ratio  Valor de p Intervalo de confianza
(n=20) (n=36) 95%
Inferior Superior
S311C Cc-C 15 31 1 - - -
C-G 5 4 2,583 0,352 0,605 11,036
G-G 0 1 - - - -
C/C+CIG 20 35 1,181 0,853 0,517 2,697
PRO319PRO C-C 14 27 1 - - -
C-T 6 7 1,653 0,652 0,466 5,87
T-T 0 2 - - - -
C/C+CIT 20 34 1,1134 0,94 0,485 2,653
HIS-HIS T-T 4 4 1 - - -
T-C 10 21 0,476 0,604 0,098 2,306
C-C 6 11 0,545 0,793 0,099 3,0004
T/T+T/C 14 25 0,56 0,728 0,121 2,593
TAQ1-B G-G 10 8 1 - - -
G-A 8 22 0,291 0,09 0,085 0,998
A-A 2 6 0,267 0,309 0,042 1,697
GIG+G/A 18 30 0,48 0,297 0,16 1,439
113.4250.553 T-T 10 9 1 - - -
T-C 8 21 0,343 0,148 0,102 1,155
C-C 2 6 0,3 0,371 0,048 1,882
T/T+T/C 18 30 0,54 0,391 0,185 1,58
CT T-T 2 3 1 - - -
T-C 11 13 1,269 1 0,179 9,021
C-C 7 20 0,525 0,919 0,072 3,823
T/T+T/C 13 16 1,219 1 0,176 8,423




2.165.110 Cc-C

V81M

ARG

P1320

P1763

P1325

C-T
T-T
C/C+CIT
A-A
G-A
G-G
AIA+G/A
G-G
G-A
A-A
G/G+G/A
Cc-C
C-T
T-T
C/C+CT
T-T
T-G
G-G
TIT+TIG
A-A
A-G
G-G
AIA+AIG

13

20

11

16
20

20
16

20
16

20

16

36

36

16
16
20
33

36
30

36
34

36
27

36

1,538

0,55

0,15
0,64

0,917

1,25

1,042

4,25

1,181

0,423

0,699

0,084
0,823

0,221

0,843

0,135

0,598

0,666

0,12

0,025
0,147

0,421

0,307

0,46

0,704

0,527

0,828

0,317

66

3,554

2,521

0,91
2,783

1,998

5,085

2,357

25,669

2,647

97,789

28,389

La prueba de Odds ratio nos permitié determinar el riesgo que representaba la

presencia de cada uno de los SNPs en la poblacién con el desarrollo de la

enfermedad, sin embargo no se obtuvo relacién alguna ya que todos los casos

los valores obtenidos de p fueron mayores a 0,05. De acuerdo al meta analisis

de Glatt et al. (2015), S311C si representa riesgo en la esquizofrenia en

poblaciones de China. Por otro lado, Pro319Pro se ha estudiado su intervencion

con el tipo de psicosis que se genera, demostrando que representan un riesgo

para los individuos con esquizofrenia (Ramsay et al., 2015). Mientras que el

polimorfismo CT ha sido relacionado con el riesgo de que confiere para padecer

hipertension en la poblacién del norte de China (Wang et al., 2008). Asi mismo
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el SNP V81M, se ha relacionado con el padecimiento y su interaccion con la
enzima COMT en Parkinson (Bademci, Vance, Wang, 2012).

En definitiva, esta investigacion nos permitio determinar el comportamiento de
los polimorfismos en los genes DRD2, TH y DNTBP1l en la poblacion
ecuatoriana. Asi mismo, se realiz6 el andlisis de los historiales clinicos donde no
se obtuvo relacion alguna con los polimorfismos, a excepcion de 113.425.553 en
el que se encontro relacion con la edad actual de pacientes. Posteriormente, el
equilibrio de Hardy-Weinberg demostr6 que Unicamente el polimorfismo
rs760761 no estd en equilibrio (p>0,05). Adicionalmente, la prueba de Fisher
demostré que ninguno de los polimorfismos planteados inicialmente estan
relacionados directamente con el padecimiento de esquizofrenia, debido a que
estan presentes tanto en casos como en controles. También, se hallaron 4
variantes genéticas no esperadas dentro de las secuencias de los polimorfismos:
rs6277, rs760761, 113.425.553 y 2.165.110. Sin embargo, s6lo 2.165.110
mostré significancia en la poblacion. Finalmente, se estableci6 mediante la
prueba de Odds ratio que ninguna de las variantes genéticas representan un
riesgo para el desarrollo de esquizofrenia en los ecuatorianos. Nuestros
resultados concuerdan y a la vez no con varios estudios en diferentes paises,
evidenciado que son importantes los estudios poblacionales, ya que la estructura
genética varia de acuerdo a factores como el mestizaje, aislacién geografica,
factores ambientales, etc. Si en futuro estamos apuntando hacia
farmacogenomica es bastante importante tener las poblaciones caracterizadas
genéticamente, ya que tendremos identificados grupos étnicos con

polimorfismos de riesgo, otros protectores y velocidad de metabolizadores.
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10. CONCLUSIONES

Los polimorfismos S311C, Pro319Pro, Taql-B, V81M, P1320, P1325, P1763,
His-His y 113.425.553 estan presentes tanto en pacientes como en controles, lo
que evidencia la ausencia de implicacién en el desarrollo clinico de esquizofrenia

en la poblacion estudiada.

El SNP en la posicidon 2.165.110 presenta diferencias en la distribucion de los
genotipos en casos y en controles, lo cual denota su asociacion significante p =
0,000334 con la enfermedad.

El polimorfismo Arg-Arg tiene distinta distribucién en pacientes y en la poblacion

control, lo cual denota una ausencia de relacion con la esquizofrenia.

El estudio reportar por primera vez la presencia de dos polimorfismos que estan
en la posicion 113.425.553 y 2.165.110, y dos polimorfismo reportados Arg-Arg

e His-His.

Existe relacion entre el polimorfismo en la posicion 113.425.553 y la edad actual
de los pacientes. Sin embargo, ninguno de los datos adicionales de las historias
clinicas de los pacientes con esquizofrenia mostro relacibn con los

polimorfismos.

Los polimorfismos His-His, Taql-B, 113.425.110, CT, P1320 y P1763 obtuvieron
semejante distribucién en pacientes y en controles, a pesar de que el porcentaje

en el que se presentan los genotipos varia.

Los polimorfismos S311C, Pro319Pro, Taql-B, V81M, P1320, P1325, His-His,
113.425.553 y 2.165.110 se encuentran en equilibrio de Hardy-Weingber, con
excepcion del SNP Arg-Arg no se encuentra en equilibrio, debido a mutaciones

generadas por fuerzas evolutivas o por el tamafio reducido de la muestra.
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11. RECOMENDACIONES

Se debe contemplar la posibilidad de manejar un nimero mayor de muestras de
los casos, mediante la busqueda de acuerdos con hospitales psiquiatricos tanto

publicos como privados que cuenten con pacientes con la enfermedad.

Se recomienda que la informacion del hospital sea mas detallada, actualizada y
completa para cada uno de los pacientes, para asegurar que el analisis de

resultados sea mas preciso

Realizar alicuotas de los reactivos para evitar contaminacion durante la
manipulacion, del mismo modo se debe hacer alicuotas de las muestras madre
de ADN.

Comprobar la presencia de los polimorfismos 2.165.110 y 113.425.553 a través

de nuevas investigaciones, empleando los mismos cebadores.

De ser factible realizar un analisis del polimorfismo en funcién de etnias, ya que

en el analisis en general no se observo sgnificancia estadastica en mestizos.

Considerar la obtencién de muestras control de formar aleatoria de tal manera
gue abarquen todas las etnias presentes en el Ecuador, para que evitar el sesgo

dentro de la investigacion.
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Anexo 1. Datos obtenidos de los historiales clinicos de cada uno de los

pacientes.
Parametro Valores
Género
Mujeres Pacientes: 6
Controles: 21
Hombres
Pacientes: 14
Controles 15
Edad

Media mujeres
Media hombres
Edad de inicio de psicosis
<20
21-35
>35
Antecedentes
No
Si
Situacién Laboral
Sin empleo
Empleado
Jubilado
Estado civil
Solteros
Casados
Divorciados
Viudos
Tipo de esquizofrenia
Organica
Residual

Paranoide

38,43 afios
38,54 anos

13

16

12

15

14



Trastorno esquizofrénico

Anexo 2. Concentraciones de las muestras de ADN obtenidas de los

pacientes.
N° o C_:o_nc_:entracién Co_ncentracién _V Ve V H20
Cdédigo inicial [pug/ pl] final [pug/pl]  final DNA
1 EOO1 42,1 13,0 15 4,63 10,37
2 | E002 68,4 13,0 15 285 12,15
3 | E003 31,7 13,0 15 6,15 8,85
4 | E004 93,7 13,0 15 2,08 12,92
5 | E005 14,6 13,0 15 13,36 1,64
6 EO006 54,3 13,0 15 359 1141
7 EOO07 72,7 13,0 15 2,68 12,32
8 | E008 205 13,0 15 0,95 14,05
9 EO10 57,8 13,0 15 3,37 11,63
10 | EO12 41,1 13,0 15 4,74 10,26
11 | EO13 35 13,0 15 5,57 9,43
12 | EO15 5,3 13,0 15 36,79 -21,79
13 | EO16 7,7 13,0 15 25,32 -10,32
14 | EO17 10,7 13,0 15 18,22 -3,22
15 | E018 29,6 13,0 15 6,59 8,41
16 | EO19 447 13,0 15 436 10,64
17 | E020 55 13,0 15 3,55 11,45
18 | EO21 14,8 13,0 15 13,18 1,82
19 | E022 14,5 13,0 15 13,45 1,55
20 | E023 29,7 13,0 15 6,57 8,43
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Anexo 3. Concentraciones de las muestras de ADN obtenidos de los controles.

NE Cbédigo Muestra Concentracion Concentracién Vv Ve v

inicial [ pg/ul] final [ pg/pl final ADN H20
1 CE001 CEO01 37,7 13,0 30,0 10,3 19,7
2| CE002 CEO11 58,5 13,0 30,0 6,7 23,3
3 | CE0O03 CEO012 36,5 13,0 30,0 10,7 193
4  CEO004 CEO013 55,7 13,0 30,0 7,0 23,0
5  CEO05 CEO14 111 13,0 30,0 351 51
6 CEO06 CEO015 54,8 13,0 30,0 71 22,9
7 | CEO07 CEO16 9,5 13,0 30,0 411 -111
8 CE008 CEO017 12,2 13,0 30,0 320 -20
9 CEO09 INT59 24,3 13,0 30,0 16,0 14,0
10 | CEO10 INT106 20,3 13,0 30,0 19,2 10,8
11 | CEO11 INT167 66,9 13,0 30,0 5,8 24,2
12 | CEO12 INT109 30,8 13,0 30,0 12,7 17,3
13 | CE013 INT112 30,8 13,0 30,0 12,7 17,3
14 | CEO14 INT113 30,3 13,0 30,0 129 171
15 | CEO15 INT114 33,9 13,0 30,0 11,5 18,5
16 | CE0O16 INT119 24,4 13,0 30,0 16,0 14,0
17 | CE0O17 INT120 36,6 13,0 30,0 10,7 193
18 | CE018 INT121 22,1 13,0 30,0 176 124
19 | CE019 INT122 28,9 13,0 30,0 135 16,5
20 | CEO20 INT125 16,1 13,0 30,0 242 5,8
21 | CE021 INT126 21,5 13,0 30,0 18,1 11,9
22 | CE022 INT128 41,4 13,0 30,0 94 20,6
23 | CE023  INT130 22,7 13,0 30,0 17,2 128
24 | CE024  INT132 27,8 13,0 30,0 14,0 16,0
25 | CE025 INT135 23,8 13,0 30,0 16,4 13,6
26 | CE026 INT136 13,8 13,0 30,0 28,3 1,7
27 | CE027 INT142 18,1 13,0 30,0 215 8,5
28 | CE028 INT144 31,3 13,0 30,0 125 17,5
29 | CE029 INT145 35,8 13,0 30,0 10,9 191
30 | CEO30 INT152 24,8 13,0 30,0 15,7 143
31| CEO31 INT210 38,8 13,0 30,0 10,1 19,9
32 | CE032 INT211 25,1 13,0 30,0 155 145
33| CE033 INT212 18,2 13,0 30,0 214 8,6
34 | CE034 INT102 17,8 13,0 30,0 219 8,1
35| CE0O35 INT127 21,4 13,0 30,0 18,2 11,8
36 | CE0O36  INT107 37,7 13,0 30,0 10,3 19,7
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Anexo 5. Resultado de la electroforesis del fragmento de 433pb de los SNPs
S311C y Pro319Pro, C1 y C12: marcador de peso molecular de 100pb
(invitrogen™), C2-C10: muestras de los pacientes esquizofrénico, C11-C21:
control negativo (no contiene muestra de ADN) y C13-C9: muestra de los

controles.

Anexo 6. Resultado de la electroforesis del fragmento de 218pb del polimorfismo
Tagl-B, C1ly C11: marcador de peso molecular de 100pb (invitrogen™), C2-C9:
muestras de los pacientes esquizofrénico, C10-C20: control negativo (no

contiene muestra de ADN) y C13-C19: muestra de la poblacién control.

g
S 100pb
e — — -

100pb s,

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
400pb

100pb

Anexo 7. Resultado de la electroforesis del fragmento de 286pb del polimorfismo
CT, C1 y C11: marcador de peso molecular de 100pb (invitrogen™), C2-C9:
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muestras de los pacientes esquizofrénico, C10-C20: control negativo (no
contiene muestra de ADN) y C13-C19: muestra de los controles.

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
. <400pb

100pb

Anexo 8.Resultado de la electroforesis del fragmento de 404pb del polimorfismo
V81M, C1y C11: marcador de peso molecular de 100pb (invitrogen™), C2-C9:
muestras de los pacientes esquizofrénico, C10-C20: control negativo (no
contiene muestra de ADN) y C13-C19: muestra de los controles.

Anexo 9. Resultado de la electroforesis del fragmento de 208pb del polimorfismo
P1320, C1y C11: marcador de peso molecular de 100pb (invitrogen™), C2-C9:
muestras de los pacientes esquizofrénico, C10-C20: control negativo (no
contiene muestra de ADN) y C13-C19: muestra de los controles.
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
F 5 300pb
100pb

Anexo 10. Resultado de la electroforesis del fragmento de 208pb del
polimorfismo P1325, C1 y C11: marcador de peso molecular de 100pb
(invitrogen™), C2-C9: muestras de los pacientes esquizofrénico, C10-C18:
control negativo (no contiene muestra de ADN) y C12-C17: muestra de los

controles.

Anexo 11. Resultado de la electroforesis del fragmento de 266pb del
polimorfismo P1763, C1 y C11: marcador de peso molecular de 100pb
(invitrogen™), C2-C9: muestras de los pacientes esquizofrénico, C10-C20:

control negativo (no contiene muestra de ADN) y C13-C19: muestra de los

controles.
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Anexos las secuencias de los polimorfismos del gen DRD2 en pacientes

Anexo 12. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) heterocigoto del polimorfismo S311C de los pacientes

esquizofrénicos.

Homocigoto dominante [C/C] Heterocigoto [C/G]
A B
ACCCcT|CECA ACCCGT . CcA

Anexo 13. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) heterocigoto del polimorfismo Pro319Pro de los pacientes

esquizofrénicos.

Homocigoto dominante [C/C] Heterocigoto [C/T]
A B
AcTOCOCts ACAS ACT Ccl. - ACA

Anexo 14. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto presentes en el

polimorfismo His-His

Homocigoto Dominante [T/T] Homocigoto recesivo [C/C]  Heterocigoto [T/C]

A B C

CorColTG  cocheothe bocrood ke
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Anexo 15. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto presentes en el

polimorfismo Taql-B.

Homocigoto dominante [G/G] Homocigoto recesivo [A/A] Heterocigoto[G/A]

A B C

AT TUG AAC AT lc AAACL:‘J ATT,; . G

Anexo 16. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto presentes en el
polimorfismo 113.425.553.

Homocigoto dominante [T/T] Homocigoto recesivo [C/C] Heterocigoto [T/C]

A B C

AATCTGAT|  [aATCEEAT], AATC [GRTCAT

Anexos de las secuencias de los polimorfismos del gen TH en pacientes

Anexo 17. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto presentes en el
polimorfismo CT.

Homocigoto dominante [T/T] Homocigoto recesivo [C/C] Heterocigoto [T/C]

A B Cc

cccecTG At [rGea CCCCTG C GCA CCCcT1GC GCA

Anexo 18. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) heterocigoto presentes en el polimorfismo 2.165.110.



102

Homocigoto dominante [G/G] Heterocigoto [C/T]
A B[ |
I e 1S TSl < = T e G

Anexo 19. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP Val81Met.

Homocigoto dominante [G/G] Homocigoto recesivo [A/A] Heterocigoto [G/A]

A B C

AAGGCQG .GICT.A AA(;GC: A.GCTA AAGGCG JGCTA

Anexos de los polimorfismos del gen DNTBP1

Anexo 20. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) heterocigoto presentes en el polimorfismo P1320.

Homocigoto dominante [C/C] Heterocigoto [G/A]

A B

ACAAACRACAAG ACAAA  PACAAG

Anexo 21. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP P1325.

Homocigoto dominante [A/A] Homocigoto recesivo [G/G] Heterocigoto [A/G]

A B C

GTTG TAéT GTTGQG[ TAcT] BTTG TAGT
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Anexo 22. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante y b) heterocigoto presentes en el polimorfismo P1320.

Homaocigoto dominante [T/T]

Heterocigoto [T/G]

A

TG acAT Cc GG

TG AaC t

caGG

Anexos las secuencias de los polimorfismos del gen DRD2 en controles

Anexo 23. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP S311C.

Homocigoto dominante [C/C] Homocigoto recesivo [G/G] Heterocigoto [C/G]

A

A eboce

B

AcCCGH|G

CCACQ ACCCG CCACC

C

Anexo 24. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP Pro319Pro.

Homocigoto dominante [C/C] Homocigoto recesivo [T/T]

Heterocigoto [C/T]

A

ACTCC

ACA

B

ACTCgT

A

C

ACTC ACA

Anexo 25. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP His-His.
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Homocigoto dominante [T/T] Homocigoto recesivo [C/C] Heterocigoto [T/C]

A B

.CCACC.T. G| becAccActo

Anexo 26. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP Taql-B.

Homocigoto dominante [G/G] Homocigoto recesivo [A/A] Heterocigoto [G/A]

B C

TATTdahAAGE  [TATT4 L. acc

Anexo 27. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP 113.425.553.

Homocigoto dominante [T/T] Homocigoto recesivo [C/C] Heterocigoto [T/C]

A B C

AATC OAT AaTdACISAT AAT vAT

Anexos las secuencias de los polimorfismos del gen TH en controles
Anexo 28. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP CT.

Homocigoto dominante [T/T] Homocigoto recesivo [C/C] Heterocigoto [T/C]

A B C

CCCC+GETIIGCA :;CCcmC_C_(_SCA CCCcTa |_JGCA

Anexo 29. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante b) homocigoto recesivo y c) heterocigoto del SNP V81M.
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Homocigoto dominante [G/G] Homocigoto recesivo [A/A] Heterocigoto [G/A]
A B C
IAAGGCOGITGCTA| IAAGGCOA[TGCTA| |[AAGCcqg JrIGCTAa

Anexo 30. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto

dominante y b) heterocigoto del SNP Arg-Arg.

Homacigoto dominante [G/G]

Heterocigoto [G/A]

A

CCCCoAGGECC

B

CCCCG A __%CC

Anexos las secuencias de los polimorfismos del gen DNTBP1 en

controles

Anexo 31. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) heterocigoto del SNP P1320.

Homocigoto dominante [C/C]
A
ACAAACAACAA

Heterocigoto [G/A]

B

ACAA AcaA

Anexo 32. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) heterocigoto del SNP P1325.

Homocigoto recesivo [G/G] Heterocigoto [A/G]

A

GTTGOG[T TAGT

B

s TTs . Ta G
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Anexo 33. Fragmentos de los electroferogramas de los genotipos a) homocigoto
dominante y b) heterocigoto del SNP P1763.

Homocigoto dominante [T/T]

Heterocigoto [T/G]

A

TGA C | .

CaA e






