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Introduccion.

1. INTRODUCCION GENERAL.

La esquizofrenia y el trastorno bipolar son consideradas, actualmente, dos de
las enfermedades psiquiatricas mas importantes, tanto por su elevada prevalencia
dentro de la poblacion como por ser ambas altamente incapacitantes. Los trastornos
mentales graves son conocidos desde antiguo en la historia de la humanidad, sin
embargo, la concepcién de la esquizofrenia y del trastorno bipolar como entidades
nosologicas diferenciadas es relativamente moderna. Ambas son debidas a Emil
Kraepelin, quien utilizé6 para ellas los términos “demencia precoz” y “enajenacion
maniaco-depresiva” respectivamente (Jablensky, 2010; Angst, 2002).

Las primeras aproximaciones sisteméaticas a estas enfermedades comenzaron
a mediados del siglo XIX con las investigaciones de Karl Ludwig Kahlbaum, Ewald
Hecker y Bénédict Morel. Posteriormente, Kraepelin reuniria los diferentes trabajos
realizando con ello una reclasificacion desde su propia experiencia e investigacion. Asi
pues, redefine el término “demencia precoz”, utilizado con anterioridad, y agrupa bajo
esta denominacién a patologias que estaban separadas hasta ese momento. Es,
conjuntamente, el precursor de la linea de pensamiento por la cual empieza a
considerarse que estos sindromes tienen un sustrato fisiol6gico y, ademas, es el
primero en sefialar la posible existencia de causas hereditarias. De forma similar,
aungue ya habian aparecido histéricamente descripciones de casos que se ajustaban
a un cuadro clinico de trastorno bipolar, es también Kraepelin en 1896 y 1899 (en la
quinta y sexta edicion de su obra Compendium der Psychiatrie) quien lo enuncia como
un trastorno independiente al que denomina “enajenacién maniaco-depresiva’ y
también “perturbacién afectiva”.

El término esquizofrenia (del griego; schizein (oxiCeiv) escindir y phrén (@prv)
inteligencia) aparece ya en el afio 1908 acufiado por Paul Eugene Bleuler, quien se
refiere a la patologia en plural, “esquizofrenias”, quedando asi establecida desde el
comienzo la cuestién de si la esquizofrenia es una Unica enfermedad con diferentes
desarrollos posibles 0 un conjunto de patologias relacionadas. Finalmente, el término
“bipolar” llegaria en 1950, introducido por Karl Leonhard, aunque no es hasta 1980 que
se utiliza por primera vez la denominacién “trastorno bipolar” dentro del Diagnostic and
statistical manual of mental disorders, en su tercera edicién (DSM-III).

Desde el inicio de las investigaciones sistematicas en estas patologias, la
observacion de cierta acumulacién de casos familiares fundamento la hipétesis de la

existencia de factores heredables implicados en su origen. Asi han parecido
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confirmarlo los estudios de heredabilidad, los cuales muestran un riesgo incrementado
de padecer ambas enfermedades en funcibn de que se posean antecedentes
familiares (Gottesman, 1991). Es este incremento el que pone de manifiesto la
existencia de un componente genético y el que ha justificado los estudios que buscan
determinar los genes implicados. Aunque estos factores adn no son bien
comprendidos, existen, no obstante, diferentes teorias propuestas que pueden
englobarse en un modelo genérico actualmente aceptado. Este modelo considera la
existencia de unos factores de riesgo determinados genéticamente que establecerian
una predisposicion, es decir, una probabilidad mayor de desarrollar esquizofrenia o
trastorno bipolar respecto a la poblacion general (Porteous, 2008). EI componente
genético estaria en interaccion con elementos de tipo ambiental de muy diverso tipo y
accion, entre los que se han propuesto (para la esquizofrenia): infecciones tempranas,
reacciones autoinmunitarias, toxinas, lesiones traumaticas y estrés. El conjunto de
interacciones entre los distintos elementos estaria incidiendo sobre el desarrollo
neurolégico normal produciendo alteraciones y, por consiguiente, los sintomas
caracteristicos de cada trastorno (Lewis & Lieberman, 2000).

Los tratamientos utilizados han aportado una via de investigacion importante en
la busqueda por comprender la naturaleza de estas enfermedades psiquiatricas
(Howes & Kapur, 2009). El primer farmaco con capacidad antipsicética fue la
clorpromacina a principios de la década de los afios cincuenta, al que poco después
seguiria la reserpina (Snyder, 1981). Ambos compuestos tienen estructuras quimicas
diferentes pero poseen una actividad similar, apareciendo los efectos después de que
el paciente haya estado medicado durante dos o tres semanas. Dicha actividad se
fundamenta en su capacidad para bloquear los receptores de dopamina.
Paralelamente a los efectos terapéuticos comienzan los efectos secundarios que se
asemejan a los sintomas de la enfermedad de Parkinson: temblores en reposo, rigidez
muscular y disminucién general de los movimientos voluntarios, lo que sirvid en su
momento de base para establecer la vinculacion entre las vias dopaminérgicas y la
esquizofrenia. Por otra parte, el estudio de sustancias como la anfetamina (Jones et
al., 1998) y la cocaina (Everitt & Robbins, 2005), que en ocasiones producen sintomas
psicotomiméticos, demostraba la capacidad de éstas para producir un aumento de la
accion monoaminérgica, entre ellas la de la dopamina. Esto consolidaba la hipotesis
que relacionaba a este neurotransmisor con la patologia.

Sobre estos datos se construy6 la teoria dopaminérgica, la cual, en su version
clasica, suponia que una hiperfuncién de las vias o rutas dopaminérgicas era la

responsable de la etiologia de la enfermedad. Sin embargo, en las ultimas décadas,
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esta teoria ha demostrado ser insuficiente para explicar todos los hallazgos y las
evidencias recogidas (Howes & Kapur, 2009). Ha podido constatarse, por ejemplo, la
hipofuncion dopaminérgica en las vias mesocorticales; a lo que debe afadirse la
evidencia que muestra la participacion de otros neurotransmisores, como la serotonina
0 el glutamato, en el desarrollo de los sintomas. Surgen asi nuevas teorias
dopaminérgicas que engloban tanto la hiperfuncion como la hipofuncion y que
contienen, ademas, conceptos como el de rango de tolerancia y sensibilizacion
(Ashcorft et al., 1981; Palomo et al., 1985; Howes & Kapur, 2009). A su vez, en los
modelos actuales, queda incluida la acciébn de las vias serotoninérgicas o
glutamatérgicas, entre otras, ya sea que se las considere como fundamentales o como
vias de regulacion de la primera.

En cuanto al trastorno bipolar, esta incluido dentro de los trastornos del estado
de animo y se caracteriza por presentar episodios de depresion y episodios de mania
alternados, es decir, oscilaciones anormalmente intensas (Leibenluft, 2012). Los
estudios familiares de los trastornos afectivos indican que existe un mayor
componente de heredabilidad que en la esquizofrenia (Cardno & Gottesman, 2000),
especialmente en los casos de inicio temprano, por lo que también se ha abordado su
estudio desde la perspectiva de la investigacién genética.

Las teorias que buscan explicar los mecanismos y las causas de la patologia,
de forma similar a lo que sucede en esquizofrenia, se sustentan en gran medida en las
observaciones realizadas a partir del tratamiento suministrado con diferentes farmacos
(Geddes & Miklowitz, 2013). Asi pues, la teoria monoaminérgica, que explica los
episodios de depresion como un estado de hipoactividad de las vias serotoninérgicas y
noradrenérgicas, se fundamenta en el hecho de que algunos farmacos antidepresivos,
como la iproniacida, tienen actividad inhibidora de la monoaminoxidasa. Este farmaco
es, por lo tanto, un agonista de las monoaminas, dado que al evitar que sean
metabolizadas por las enzimas monoaminoxidasa A y B, éstas pueden producir un
efecto mas prolongado sobre los receptores. Sin embargo, el trastorno bipolar se
caracteriza por episodios de polaridad opuesta y, por consiguiente, otras teorias
diferentes son necesarias para explicar las oscilaciones caracteristicas. En este
sentido, se valoran cuestiones tales como la participacion de otros sistemas y la
importancia de la regulacion de los mismos.

Finalmente, debe destacarse la elevada presencia de trastornos por uso de
sustancias (TUS) en los pacientes psiquiatricos. Algunos estudios epidemioldgicos,
como el Epidemiological Catchment Area Study (ECA) de 1990 (Regier et al., 1990),

estiman que el 47% de los pacientes con esquizofrenia y el 56% de los pacientes con



Introduccion.

trastorno bipolar presentara un TUS en algin momento. Esta situacion comoérbida ha
sido objeto de diversas aproximaciones experimentales y teorias que intentan explicar
la evidencia epidemiolégica (Westermeyer, 2006). Uno de los aspectos mas discutidos
es su propia consideracion como trastorno independiente. Hasta el momento,
permanece considerado como una situacion de coexistencia de dos trastornos
diferentes en un mismo paciente. De este modo, el término patologia dual, utilizado
para definir el estado comoérbido, no seria un término clinico estricto, sino un término
practico para denominar a un subgrupo de pacientes que ademas de presentar una
patologia psiquiatrica primaria presenta también un trastorno por uso de sustancias.

En general, los sindromes psiquiatricos son considerados enfermedades
complejas a muy distintos niveles, tanto es su origen causal como en los factores que
intervienen en su desarrollo. Asi pues, se establece que las interacciones constantes
entre los diferentes factores crearian complejidad en el diagnéstico, en el pronéstico y
en el establecimiento de un tratamiento adecuado (O’Donovan et al., 2009).

Los estudios genéticos si bien han aportado ciertos elementos nuevos de
comprension, también han afadido sus propias incertidumbres y niveles de
complejidad. En este sentido, podrian destacarse dos aspectos importantes y
fundamentales: por un lado la dificultad existente para reproducir los resultados entre
distintos trabajos de investigacion y, en segundo lugar, el hecho de que muchos de los
genes gue evidencian asociacidbn son comunes para diversas patologias, incluidas
aguellas que estaban definidas como entidades claramente diferenciadas.

Como consecuencia de este solapamiento en genes y polimorfismos, es
habitual que la esquizofrenia y el trastorno bipolar se estudien conjuntamente,
segregando a su vez las poblaciones por el tipo de consumo, con el fin de determinar
cudles de los factores de riesgo genético son compartidos entre las distintas
patologias y cuéles son particulares; lo cual, podria ayudar a comprender los

mecanismos de desarrollo de los diferentes cuadros clinicos.
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2. ESQUIZOFRENIA'Y TRASTORNO BIPOLAR.

2.1. ESQUIZOFRENIA

2.1.1. DEFINICION Y SINTOMAS.
La esquizofrenia es una patologia grave de tipo psicotico que generalmente

presenta un caracter cronico (DSM-IV-TR). El término “psicotico”, en su definicion mas
restrictiva, implica la presencia de ideas delirantes y alucinaciones manifiestas sin que
la persona tenga conciencia de la naturaleza patolégica de las mismas. No obstante, la
definicion del término “psicético”, asi como su clasificacion y dimensionalidad, no ha
alcanzado un consenso universal (Peralta & Cuesta, 2007), existiendo definiciones
mas amplias que permiten abarcar otros sintomas frecuentes.

La esquizofrenia y los trastornos relacionados van a caracterizarse, por lo
tanto, por un amplio espectro de sintomas, estando el diagndstico condicionado por su
presencia y por su permanencia en el tiempo. Histéricamente, han existido diferentes
clasificaciones que han ido cambiando y evolucionando en su concepcién (Jablensky,
2010). Actualmente, se ha establecido un modelo de clasificacion que sustituye las
categorias por dimensiones (Salokangas, 2003). Estos sintomas aparecen reflejados
en el Criterio A del DSM-IV-TR. De este modo, existirian dos dimensiones diferentes
para los tradicionalmente llamados sintomas positivos (conceptualizados como un
exceso o distorsibn de funciones); estas dos dimensiones serian la “dimension
psicotica”, en la cual se incluirian los delirios (Criterio Al) y las alucinaciones (Criterio
A2), y la “dimensién de desorganizacion”, en la cual entraria el leguaje desorganizado
(Criterio A3) y el comportamiento cataténico o gravemente desorganizado (Criterio
A4). La tercera dimension seria aquella que abarca los sintomas negativos
(disminucién o pérdida de funciones, Criterio A5): aplanamiento afectivo, alogia
(pobreza del habla) y abulia (incapacidad para iniciar y persistir en actividades
dirigidas a un fin). Por otra parte, el 13 de mayo de 2013 se publicé la quinta edicién
del DSM con ciertas modificaciones que no afectan practicamente al capitulo de
esquizofrenia, aunque si se introducen cambios en la seccibn de consumo de
sustancias. Conjuntamente a la caracterizacion de los sintomas, el diagndstico incluye
los criterios de duracion (Criterio C) y de disfuncion social/laboral (Criterio B).

De este modo, el trastorno se caracteriza por presentar una gran
heterogeneidad entre individuos, tanto en la sintomatologia presente en el momento
del diagnéstico como en el desarrollo posterior (Jansson & Parnas, 2007). Ninguno de

los sintomas es patognomonico de la esquizofrenia, es decir, ninguno de ellos es
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definitorio ni esta presente en todos los pacientes, a lo cual debe afadirse que algunos
pueden aparecer en otras enfermedades psiquiatricas.

De forma general se estima que la esquizofrenia comienza durante la
adolescencia o durante los primeros afios de la vida adulta, pero también se ha
planteado la existencia de una fase prodrémica en la cual los primeros sintomas
aparecerian en etapas tempranas de la infancia, fundamentalmente los sintomas
negativos, aunque no se reciba atencion clinica o tratamiento (Hafner et al., 1999). El
inicio de la atencién clinica sucede con un episodio psicético en forma aguda en el
50% de los casos (Ciompi, 1980). Desde ese momento, va a existir una alternancia
entre las fases agudas (crisis) y las fases de estabilizacién (postcrisis), pudiendo
aparecer también fases estables o de mantenimiento, con ausencia de sintomas o con
una persistencia de formas atenuadas. Generalmente, se considera que la remisiéon de
la enfermedad es infrecuente, ya sea ésta total o parcial. Sin embargo, algunos
trabajos han propuesto la revision y unificacién de los criterios clinicos para determinar
y valorar el porcentaje de pacientes que experimenta recuperacion de los sintomas
(Lambert et al., 2010). Asi pues, aunque existe un rango muy amplio entre los estudios
consultados, en la revisibn de Lambert et al. se estima que en torno a un 30% de
pacientes evoluciona hacia cierto grado de remision.

El diagnéstico de esquizofrenia, consecuentemente, se basa en la evaluacién,
caracterizacion y estudio de la sintomatologia del paciente, es decir, en la
determinacion del cuadro clinico. No existen, por lo tanto, pruebas organicas que sean
definitorias o que ayuden a establecer el diagndstico. En coherencia con ello, los
subtipos de esquizofrenia se definen segln la sintomatologia predominante.

El segundo conjunto de criterios diagndsticos (recomendado por la OMS) esta
recogido en la Clasificacién Internacional de las Enfermedades, actualmente en su
décima edicién (CIE-10, 1992). Entre ambos manuales existen ciertas diferencias,
tanto en los criterios diagnosticos como en la clasificacion. Los subtipos de
esquizofrenia en el DSM-V son: paranoide, desorganizada, cataténica, indiferenciada y
residual. En el CIE-10 son: paranoide, hebefrénica, catatnica, indiferenciada,

depresion postesquizofrenia, residual, simple y esquizofrenia sin especificacion.

2.1.2. ALTERACIONES NEUROANATOMICAS Y NEUROFUNCIONALES.

Multiples y diversos estudios se han realizado a lo largo de los ultimos afios
para determinar las alteraciones que pudieran existir en el cerebro de los pacientes
con esquizofrenia, tanto a nivel anatomico como fisiolégico. Se ha buscado, ademas,

gue dichas alteraciones pudieran servir como base para explicar los sintomas de la
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enfermedad (Cummings, 1995). Los estudios de neurocimagen (Cuevas-Esteban et al.,
2011) tanto post mortem como in vivo mediante resonancia magnética nuclear (RMN)
y tomografia axial computerizada (TAC) dan como resultado la descripcion de
alteraciones de tipo difuso en algunas regiones (Frith & Dolan, 1998), indicAndose con
esto que no existen lesiones como tales, pero que si pueden observarse reducciones
en el volumen, pérdida de densidad de ciertas regiones, reducciéon en el nimero de
neuronas y arboles dendriticos con una menor complejidad en comparacién a los
sujetos control (Cuevas-Esteban et al., 2011).

Entre estas anomalias se puede encontrar una corteza cerebral reducida
(Harrison, 1999), principalmente en las areas prefrontal (Lawrie & Abukmeil, 1998),
cingular (Lennox et al., 2000; Salgado-Pineda et al., 2014) y temporal medial (Egan &
Weinberger, 1997). También se aprecia en otros estudios una reduccion significativa
del &rea cerebelar (Shento et al., 2001), que ha sido asociada a los sintomas leves de
las funciones motoras de algunos pacientes, en los que aparece cierto grado de
descoordinacién asi como largos periodos de inmovilidad. Alteraciones similares han
sido detectadas también en el bulbo olfatorio (Turetsky et al., 2000), el hipocampo
(Garcia-Marti et al., 2013) y en regiones parahipocampales y talamicas (Byne et al.,
2001; Boos et al., 2007). Por otra parte, se observa que el volumen de los ventriculos
cerebrales estd aumentado (Boos et al., 2007).

En su conjunto, el modelo que progresivamente se ha elaborado con la
integracion de los diferentes trabajos implica a las regiones frontal (Salgado-Pineda et
al., 2007), temporal (Zakzanis et al., 2000), talamica (Takahashi et al., 2004) y, en
menor medida, cerebelosa (Nopoulos et al., 2001). Este modelo, aunque contempla
distintas explicaciones que lo sustentan, en general, conceptualiza la esquizofrenia
como un trastorno de la conectividad entre neuronas pertenecientes a los distintos
circuitos neuronales enunciados (Ayalew et al.,, 2012; Lewis & Levitt, 2002),
posiblemente como consecuencia de alteraciones en la neuroplasticidad (Balu &
Coyle, 2011; Silverstein et al., 2013). Estas conexiones neuronales alteradas tendrian
consecuencias sobre la funcionalidad, estando las etapas del neurodesarrollo
fuertemente implicadas (Fatemi & Folsom, 2009). En esta concepcién se integran, por
consiguiente, multiples procesos afectados (proliferacién y migracion celular, extension
axonal, mielinizacién, sinaptogénesis y apoptosis) como consecuencia de las
interacciones entre los genes y multiples factores ambientales en las etapas del
desarrollo prenatal, de la infancia y de la adolescencia.

Una de las funciones mas afectadas en la esquizofrenia es la que engloba a los

procesos de percepcion (Parwani et al., 2000). En este campo de estudio ha tenido
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especial importancia la investigacion de las alteraciones del potencial evocado de
latencia media (PELM), la inhibicion prepulso (PPI) y las ondas P50 y P300, todas
ellas integrantes de la inhibicion del reflejo del sobresalto (IRS) (Koch, 1999; Geyer et
al., 2001; Santos et al.,, 2010; Sanchez-Morla et al.,, 2013). La intensidad de la
inhibicién del reflejo del sobresalto se ha establecido como una medida del correcto
procesamiento de la informacion sensoriomotora (Ison & Hoffman, 1983), dado que
una ausencia total o parcial de esta inhibicion se ha vinculado al hecho de que los
pacientes presenten dificultades para filtrar los estimulos irrelevantes (Braff et al.,
2001; Jazbec et al., 2007). Las consecuencias de este déficit implicarian un flujo de
informacién cadtico por sobreestimulacion y fragmentacion cognitiva. La PPI esta
regulada en la corteza prefrontal, el hipocampo y el nuicleo accumbens y su funcién se
ve afectada por farmacos que interaccionan con el sistema dopaminérgico y
glutamatérgico (Swerdlow & Geyer, 1998). Es a su vez destacable que los familiares
de pacientes con diagndstico de esquizofrenia, que no presentan a su vez la patologia,
poseen alteraciones en los componentes de la PPI (Cadenhead et al., 2000). Se
evidencia, por lo tanto, que la IRS es un rasgo heredable, y por ello su estudio se ha
constituido como un importante endofenctipo dentro de la investigacion etiolégica de la

esquizofrenia.

2.1.3. EPIDEMIOLOGIA.

La realizacion de estudios epidemiol6gicos centrados en la esquizofrenia

presenta diversos niveles de complejidad debido a la naturaleza multicausal de la
enfermedad, a la propia definicibn de los sintomas y a lo amplio de su espectro
(Rodriguez-Pulido & Gonzalez de Rivera, 1993). También ha sido planteada la
dificultad de la comparacién entre los diferentes estudios a causa de la disparidad en
el uso de los criterios diagnosticos, si bien existe una tendencia a corregir esta
cuestion (Saha et al.,, 2005). Asi, por ejemplo, el valor de prevalencia-vida
habitualmente citado es de un 1% de la poblacién a nivel mundial, no existiendo
grandes variaciones entre paises, regiones, culturas o etnias. La revision
sistematizada y el contraste de este valor con las evidencias mostradas en los
estudios actualizados ha modificado profundamente esta perspectiva (Aleman et al.,
2003; McGrath et al., 2004; Messias et al., 2007).

De este modo, la revision realizada por Goldner et al. (2002) de la prevalencia y
la incidencia a nivel internacional ofrecia una variacion entre paises muy amplia,
indicando que la prevalencia en Nueva Zelanda era de un 0,4% (Wells et al., 1989)

mientras que resultaba de un 2,2% en Finlandia (Lehtinen et al., 1990). Otros estudios,
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han situado la prevalencia-vida en un 0,4% y la prevalencia puntual en un 0,46% a
nivel mundial (Saha et al., 2005) también con amplias diferencias regionales.

Los resultados de la revision de Messias et al. (2007) indican una prevalencia
puntual de un 0,5% (5/1.000) y una prevalencia anual global que varia entre paises y
estudios en un rango de entre un 2,7/1.000 y un 8,3/1.000. Esta misma revision
muestra una incidencia anual para la esquizofrenia también con grandes variaciones,
siendo la minima de un 0,11/1.000 y la méxima de un 0,7/1.000.

La revision realizada en poblacion espafiola por Ayuso-Mateos et al. (2006)
reporta una incidencia anual de 3/1.000 en el caso de los hombres y 2,86/1.000 en el
caso de las mujeres. Esta revision se realiza siguiendo los criterios y metodologia
propuestos en el Global Burden of Disease (GBD) 2000 (Lépez & Murray, 1998) a
partir de los resultados ofrecidos por Vazquez-Barquero et al. (1995) en un estudio
realizado en la poblacion de Cantabria.

Otra de las revisiones que retne gran numero de estudios es la realizada por
McGrath et al. (2004 y 2005), en la cual a partir de 158 estudios independientes en 33
paises diferentes entre los afios 1965 y 2001, se evalla que el promedio anual (para
un rango de edad de riesgo entre 15-54 afios) es de 15,2 casos por cada 100.000
habitantes, siendo el rango de 7,7 a 43,0. Dentro de dicho rango los paises
desarrollados se encuentran en la zona de mayor incidencia y regionalmente es mayor
en zonas urbanas que en zonas rurales.

También ha sido evidenciado una diferencia en prevalencia e incidencia entre
la poblacidon masculina y femenina, presentando un ratio hombre/mujer de 1,42/1,00
(McGrath et al., 2004). Aunque la diferencia entre géneros es constante, también
existen variaciones en los valores concretos ofrecidos por los distintos estudios. Asi
por ejemplo, en una investigacion realizada en el Reino Unido, el ratio hombre/mujer
resultd ser de 2,3/1,0 (Kirkbride et al., 2006). Otro estudio valora que el riesgo en
hombres es entre un 30 y un 40 % superior al de mujeres (Aleman et al., 2003). De
igual modo la edad de inicio de los sintomas clinicos es diferente en funcion del
género, apareciendo en hombres a una edad mas temprana, con medias en torno a 24

aflos en hombres y a 27 afios en mujeres (Vazquez-Barquero et al., 1995).

En general, puede afirmarse que los estudios de prevalencia e incidencia
muestran gran disparidad en los resultados obtenidos. Estas diferencias, ademas de
las que puedan ser atribuibles a la metodologia, evidencian que la epidemiologia de la
esquizofrenia presenta variaciones regionales y de género (Messias et al., 2007;
McGrath, 2006).
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2.1.4. TRATAMIENTO.

Aunque el tratamiento de los pacientes con esquizofrenia debe enfocarse

desde diferentes ambitos (social, familiar y clinico) conceptualizado como un
tratamiento integral, el uso farmacoldgico resulta generalmente indispensable (Falkai
et al.,, 2005 y 2006; Tajima et al., 2009). Los medicamentos se utilizan con varios
objetivos. El primero es el tratamiento de los episodios psicéticos agudos, a
continuacién estaria la prevenciéon de los episodios agudos una vez el paciente esta
estabilizado (Falkai et al., 2005). La principal herramienta farmacolégica son los
antipsicoticos, diferenciados entre los de primera generacion (convencionales) y los
antipsicoticos de segunda generacion (atipicos).

Entre los antipsicéticos de primera generacion autorizados en Espafia (Guia de
Prescripcion Terapéutica, publicada por la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios) pueden encontrarse los siguientes farmacos: clorpromazina,
clotiapina, haloperidol, levomepromazina, perfenazina, periciazina, pimozida,
tioproperazina, trifluoperazina y zuclopentixol. Estén clasificados en tres grupos: los de
alta potencia (e.g. el haloperidol), los de potencia intermedia (e.g. perfenazina) y los de
baja potencia (e.g. clorpromazina).

En cuanto a la potencia, los estudios bioquimicos han determinado que esta en
funcién, principalmente, de su capacidad para unirse a los receptores dopaminérgicos
D2 (Tajima et al., 2009). De igual modo, la potencia también indica su capacidad para
causar efectos extrapiramidales, entre los que se encuentra el parkinsonismo inducido
por medicamento (Casey, 1991; Chakos et al., 1992). Por ultimo, es destacable que
los antipsicéticos de primera generacion presentan eficacia para suprimir los sintomas
positivos (alucinaciones o delirios) pero son ineficaces paliando los sintomas negativos
(apatia 0 embotamiento afectivo).

La Guia de Prescripciébn Terapéutica también indica los antipsicéticos de
segunda generacion actualmente autorizados: clozapina, asenapina, risperidona,
olanzapina, paliperidona, sertindol, quetiapina, ziprasidona, amisulpride y aripiprazol.
Este grupo de farmacos presentan una accion mas eficaz respecto a los sintomas
negativos y evitan los efectos extrapiramidales (pueden aparecer formas leves), si bien
no estan exentos de efectos adversos como puedan ser el sindrome metabdlico, el
aumento de peso y la hipotensién ortostatica.

Ninguno de los farmacos actualmente utilizados carece de afinidad, al menos
en cierto grado, por los receptores dopaminérgicos D2. No obstante, nuevos
medicamentos con otras posibles vias de accion bioquimica han sido propuestos y son

actualmente investigados. Entre ellos cabe destacar a los antagonistas selectivos del
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receptor de cannabinoides CB1 (Guidali et al., 2011), los inhibidores de la recaptacion
de glicina para potenciar la transmision glutamatérgica mediada por receptor NMDA
(Menniti et al.,, 2013) o los agonistas de los receptores metabotropicos mGIuR2 y
MGIUR3 (Conn & Jones, 2009).

2.2. TRASTORNO BIPOLAR.

2.2.1. DEFINICION Y SINTOMAS.
El trastorno bipolar es un trastorno psiquiatrico grave, caracterizado por la

presencia de marcadas oscilaciones del estado de &nimo. Los extremos que definen
dichas oscilaciones son los episodios de mania (o hipomania en el caso de que sea
leve) y los episodios de depresion. Existen, asimismo, los denominados episodios
mixtos, en los cuales se solapan sintomas de mania y depresién (Goodwin & Jamison,
2007). En los pacientes también aparecen periodos de estabilidad denominados fases
de eutimia. En estos periodos se da una remision de los sintomas que, no obstante, no
implica una remision de la enfermedad (Sanchez-Moreno et al., 2009). Dentro del
denominado “espectro bipolar’ se distinguen distintas formas de la patologia en
funcién de los sintomas que predominen (Maina et al., 2007).

Se trata de un trastorno con una prevalencia muy elevada dentro de la
poblacion y suele aparecer durante la juventud, aunque puede presentarse a cualquier
edad (Merikangas et al., 2011). El desarrollo de los sintomas a lo largo del tiempo es
muy variable y puede manifestarse cierta sintomatologia psicética, congruente o no
con el estado de animo (Judd et al., 2002; Winokur & Kadrmas, 1989).

Consecuentemente, la sintomatologia particular del trastorno bipolar estara en
funcién del tipo de episodio en el que se encuentre el paciente en cada momento
(DSM-IV-TR). En los episodios de mania pueden encontrarse algunos de estos
sintomas: euforia, irritabilidad, grandiosidad, disminucion de la necesidad de dormir,
verborrea, pensamiento acelerado, dificultades de atencién y concentracion, aumento
de la actividad, aumento de la sociabilidad, busqueda excesiva de actividades
placenteras y presencia de sintomas psicéticos. Los episodios de hipomania
comparten los sintomas de los episodios de mania, pero en una forma atenuada.

Los sintomas de un episodio depresivo pueden ser: sentimiento de extrema
tristeza, incapacidad de experimentar placer, alteraciones del suefio, variaciones de
peso corporal, fatiga, falta de energia, baja autoestima, falta de concentracion,

presencia de pensamientos de muerte y sintomas psicoticos.
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Los episodios mixtos comparten caracteristicas de mania y depresién, a veces
alternandose rapidamente o siendo simultaneos. En muchas ocasiones este tipo de
episodios conforman una fase de transicién (Winokur & Kadrmas, 1989). Las fases de
eutimia, pese a la remisién de los sintomas, no suponen una mejora en la calidad de
vida del paciente en una alta proporcién de los casos (Ustlin et al. 2000), habiendo
sido determinado que en pacientes eutimicos persiste el déficit neurocognitivo
(Sanchez-Morla et al., 2009).

En cuanto a su gravedad, se ha descrito una tasa de morbilidad y de mortalidad
elevada para estos pacientes (Osby et al.,, 2001). La causa fundamental de la
morbilidad seria el estilo de vida adquirido, mientras que la mortalidad se deberia al
riesgo de suicidio existente, en especial durante las fases depresivas 0 mixtas
(Simpson & Jamison, 1999; Angst, 1995).

Aunque la heterogeneidad de la enfermedad es elevada, el cuadro tipico
contempla un episodio de mania, seguido de un episodio de depresion y un
restablecimiento del equilibrio o eutimia que puede prolongarse mas o menos en el
tiempo (De Dios et al., 2010). Del mismo modo que sucede en la esquizofrenia, el
diagndstico del trastorno bipolar se fundamenta en la descripciéon del cuadro clinico
que presenta el paciente, no existiendo, por lo tanto, una prueba de apoyo al
diagnoéstico de tipo bioquimico, radioldgico, anatémico o fisioldgico, salvo para
descartar posibles causas organicas o consumo de sustancias. Los criterios de
diagndstico estan recogidos en el DSM-V y en la Clasificacién Internacional de las
Enfermedades, actualmente en su décima edicién (CIE-10). Dentro del DSM-V
aparece en la seccién general de los Trastornos del estado de animo, distinguiéndose
(junto a otros) el trastorno bipolar de tipo |, de tipo Il y el trastorno bipolar no

especificado.

2.2.2. ALTERACIONES NEUROANATOMICAS Y NEUROFUNCIONALES.

En comparacion a la esquizofrenia, las alteraciones neuroanatomicas o

estructurales en el trastorno bipolar son ain menos marcadas, por lo que en muchas
de las investigaciones no se encuentran diferencias entre las muestras de pacientes y
de controles en cuestiones como el volumen del cértex o de los ventriculos
(Zimmerman et al. 2006). Sin embargo, en algunos estudios si han podido
encontrarse ciertas diferencias entre las muestras de pacientes y las de controles
(Bremner et al. 2002; Bearden et al., 2008; Frazier et al., 2005). En estos trabajos,
realizados sobre tejido post mortem, se hallaban alteraciones estructurales del

hipocampo con reduccion del mismo y alteraciones en los marcadores neuronales de
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funcionalidad y plasticidad, detectados estos Ultimos por técnicas histoquimicas. Por
otra parte, los ensayos utilizando la técnica de imagen por resonancia magnética
funcional (RMNf) parecen revelar mas claramente ciertas funcionalidades alteradas,
especialmente las referidas a la conectividad entre areas (Altshuler et al., 2005; Biswal
et al., 1995).

Asi pues, un estudio realizado con resonancia magnética funcional encontré
que las conexiones entre la region del cortex prefrontal ventral y la amigdala eran
diferentes entre pacientes e individuos control (Chepenik et al., 2010). De modo similar
también encontraban que existia una conectividad interhemisférica desregulada.

En el trabajo de Keener et al. (2012) pudo determinarse que las regiones que
se activan en el reconocimiento de las expresiones emocionales de rostros humanos
tenian una respuesta reducida en pacientes, dado que respondian a los estimulos de
manera significativamente menor a la de los individuos control. Estas areas incluian el
cortex cingulado ventral anterior, el cortex orbitofrontal y el estriado ventral.
Congruentemente, el estudio de Mitsunaga et al. (2011) también encontraba una
asociacion entre el volumen del cortex cingulado y el trastorno bipolar en pacientes de
pediatria.

También en el estudio del trastorno bipolar se ha abordado la investigacién de
la onda P50 en relacion a la PPI. La alteracion de esta onda, generada en el I6bulo
temporal medio y en el hipocampo, es indicativa de que la funcion de filtrado sensorial
esta afectada de forma similar a lo que sucede en la esquizofrenia. Ha podido
determinarse, por ejemplo, que los pacientes con trastorno bipolar en fase eutimica

estable presentan una reduccién del disparo de P50 (Sanchez-Morla et al., 2008).

2.2.3. EPIDEMIOLOGIA.

El trastorno bipolar es un sindrome comun. Presenta una prevalencia media de

entre 0,5y 1,6 % a lo largo de la vida, siendo diferente para cada uno de los subtipos
(Kessler et al., 1997; Kessler et al., 2005). Algunos autores, sin embargo, estiman que
la prevalencia-vida llega a alcanzar el 5,5% si se incluye la ciclotimia (Angst, 1995;
Regeer et al.,, 2004). Aproximadamente la mitad de los pacientes comienza su
patologia con episodios depresivos, por lo que es habitual que reciban un diagnostico
de depresién mayor. Podrian existir, por lo tanto, desviaciones considerables en la
estimacion de la prevalencia exacta de la enfermedad (Judd et al., 2005). Por este
motivo, entre otros, se ha propuesto que el diagndstico de trastorno bipolar se realiza
(como promedio general) con 10 afios de retraso, por lo que las edades estimadas de

aparicion de entre 28 y 44 afios estarian desplazadas.
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En cuanto a las diferencias de género en prevalencia y edad de aparicion
existen discrepancias en funcion del estudio consultado. Asi pues, el trabajo de
Viguera et al. (2001) muestra un ratio femenino/masculino de 1,6 y una edad de
diagnéstico en mujeres 3,2 afios mayor. Sin embargo, la muestra reclutada por
Almeida & Fenner (2002) confirma un ratio similar (1,5) pero no encuentra diferencias
en la edad de inicio. Por otra parte, la apariciéon de formas precoces y de conductas
antisociales esta asociada al género masculino. Las mujeres, sin embargo, suelen
iniciarse con episodios depresivos y presentan mayor numero de recaidas de este tipo
siendo su ciclacion méas rapida. Entre la poblacién con trastorno bipolar el riesgo de
suicidio es muy alto (15 veces superior al de la poblacion general) y se estima que
entre un 7 y un 15 % de los pacientes consuman el suicidio (Harris & Barraclough,
1997).

2.2.4. TRATAMIENTO.
El objetivo del tratamiento es conseguir reducir los episodios de mania (Cipriani

et al., 2011), depresién (Gijsman et al., 2004) o mixtos, tanto en el tiempo de duracion
como en su intensidad, permitiendo que la fase de eutimia sea lo mas prolongada
posible (Geddes & Miklowitz, 2013). Dado el caracter ciclico del trastorno bipolar y la
polaridad opuesta de los distintos tipos de episodio, se hace necesaria la combinacién
de diferentes farmacos (Grupo de trabajo de la GPC sobre el Trastorno Bipolar, 2012)
siempre dentro de un marco de tratamiento integral en el cual deben coordinarse
terapias de tipo psicoldgico, social y familiar.

La primera linea de tratamiento se centraria en los estabilizadores del animo,
entre los que se encuentra el carbonato de litio y los anticonvulsivantes (e.g. valproato
sédico o carbamacepina). El primero es Util tanto para los episodios de mania como
para los depresivos, mientras que los anticonvulsivantes se utilizan en episodios de
mania, en episodios mixtos o en pacientes de ciclado rapido. La accion molecular del
carbonato de litio y del valproato sodico, pese a que han sido utilizados durante afos,
contindia sin estar completamente esclarecida (Chiu et al., 2013), si bien algunos de
los efectos producidos indican los posibles mecanismos que sustentan su capacidad
terapéutica. De este modo, se ha observado que el tratamiento con carbonato de litio
produce un aumento del volumen del cértex cingulado anterior, contrarrestando asi la
reduccion de volumen referida en pacientes no tratados (Sassi et al., 2004). Otros
resultados muestran que los efectos estarian mediados por la accion del BDNF (de
Sousa et al.,, 2011) y consecuentemente a ello se ha propuesto que el tratamiento

produce efectos neurotroficos (Lyoo et al. 2010). Los estudios centrados en los modos
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de accidén del valproato muestran, a su vez, una mejora en la sefalizacién GABAérgica
debida a una inhibicién de las enzimas para su metabolizacién (Gould et al., 2004).
También para los episodios de mania pueden ser utilizados los antipsicéticos,
de primera o de segunda generacion, y de manera secundaria los ansioliticos (Cipriani
et al., 2011). Finalmente, se encontrarian los antidepresivos para los correspondientes

episodios de depresion (Frye et al., 2011).

2.3. TRASTORNO POR USO DE SUSTACIAS EN LA ESQUIZOFRENIA Y EL
TRASTORNO BIPOLAR: PATOLOGIA DUAL.

2.3.1. DEFINICION DE PATOLOGIA DUAL.

Existe una evidencia epidemiolégica que vincula los trastornos psiquiatricos

con los diferentes trastornos por uso de sustancias (TUS). Sin embargo, la situacién
comorbida, en la cual un paciente presenta ambos tipos de trastorno, no esta definida
actualmente como una entidad nosolégica diferenciada (Compton et al., 2005).

En los dltimos afios ha aparecido el término patologia dual para referirse a la
situacion clinica caracterizada por la presencia de una patologia psiquiatrica primaria y
un trastorno por uso de sustancias (Stowell, 1991), una vez que ha quedado
descartado del diagndéstico la posibilidad de que el trastorno mental esté producido por
un efecto psicoactivo del consumo o por la abstinencia (Nunes et al., 2006; Arias,
2009). El diagnéstico diferencial que distinga entre un trastorno mental inducido por el
consumo de sustancias y una situacion comérbida de las dos patologias, es decir, que
el paciente presenta un trastorno psiquiatrico primario, es fundamental para confirmar
una situacién de patologia dual (Arias, 2009). Dos son los criterios fundamentales. El
primero seria establecer la secuencia temporal, es decir, determinar si ha aparecido
antes el trastorno mental que el consumo. El segundo seria la comprobaciéon de la
persistencia de la patologia psiquiatrica una vez retirado dicho consumo. EI mayor
problema que registra el primer criterio radica en el hecho de que habitualmente el
promedio de edad de inicio en el consumo es menor a la edad de aparicion tanto de la
esquizofrenia como del trastorno bipolar (Batel, 2000), de manera que resulta complejo
establecer con certeza la secuencia causal. En cuanto al segundo criterio se estima,
por ejemplo, que en el 50% de los casos diagnosticados como trastorno psicoético
inducido por cannabis los sintomas persisten una vez retirado el consumo, por lo que

debe considerarse que el trastorno psiquiatrico es primario (Arendt et al., 2005).
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2.3.2. EPIDEMIOLOGIA.

La prevalencia de TUS en poblacion de pacientes con un trastorno mental

grave es extraordinariamente alta en comparacion a la prevalencia del conjunto
general de la poblacidn, si bien existen importantes variaciones en funcion del estudio
consultado (Kessler, 2004; Arias et al., 2013). El valor aceptado para la prevalencia de
TUS en esquizofrenia (psicosis dual) se cifra en torno al 50%, encontrandose estudios
que dan un valor del 47% (Regier et al., 1990) mientras que en otros trabajos mas
recientes lo cifran en un 70% (Westermeyer, 2006). En el trastorno bipolar, el estudio
de Regier et al. sefialaba que la prevalencia de TUS era del 61% para el TB tipo | y del
48% para el TB de tipo Il, aunque otros estudios han dado cifras aun mayores (Bauer
et al., 2005). El perfil de consumo es similar en esquizofrenia y trastorno bipolar,
siendo las sustancias consumidas mas frecuentes el alcohol, el cannabis y la cocaina
(Swartz et al., 2006; Regier et al. 1990).

Por otra parte, se ha determinado que existe un fuerte desequilibrio de género
en la poblacion de pacientes con patologia dual, de modo que suelen ser de sexo
masculino con predominancia de sintomatologia positiva (Swartz et al., 2006; Talamo
et al., 2006; Drapalski et al., 2011).

2.3.3. HIPOTESIS RELATIVAS A LA PATOLOGIA DUAL.

Se han planteado basicamente tres hip6tesis para explicar la elevada

frecuencia con la que se presenta una situacién de coexistencia en un mismo paciente

de un trastorno psiquiatrico y de un trastorno por uso de sustancias.

1- Base biolégica comun. En este modelo se postula que las alteraciones

iniciales y causales son comunes a ambos tipos de patologia, desarrollandose
posteriormente de formas diferentes dependiendo de otros factores enddgenos o
ambientales (Extein & Gold, 1993). De este modo, una misma alteracion bioquimica o
neurofuncional podria dar origen a dos patologias distintas. Este modelo se
fundamenta en los hallazgos que ponen de manifiesto que las areas implicadas en la
esquizofrenia o el trastorno bipolar son coincidentes con las que estan involucradas en
los mecanismos de refuerzo por consumo de sustancias (Volkow & Fowler, 2000;
Chambers et al., 2001). Fundamentalmente estaria participando el sistema de
recompensa con areas de la corteza prefrontal, el hipotalamo lateral y el area
tegmental ventral.

2- Trastorno psiquiatrico generado por consumo. El consumo de sustancias

produciria alteraciones bioquimicas y neurofisiologicas que desencadenarian el

18



Introduccion.

trastorno de tipo psiquiatrico (Alamo et al., 1999). Cabe destacar que en este apartado
no se hace referencia a los trastornos mentales inducidos por el efecto toxico del
consumo o por la abstinencia, incluidos en el DSM-IV-TR o en el CIE-10. Por el
contrario, se estaria suponiendo que el consumo a largo plazo produce cambios
bioguimicos y moleculares, posiblemente como resultado de la respuesta
compensatoria de adaptacion al consumo de la sustancia exdégena. Estos cambios
podrian resultar irreversibles. Por consiguiente, este modelo conceptual sugiere que el
consumo seria un desencadenante de la patologia psiquiatrica. También se contempla
que pueda existir una vulnerabilidad subyacente con la cual interacciona la sustancia,
ya sea que el consumo actie como desencadenante o como factor que agrava una
patologia previa. Una de las evidencias que apoya esta concepcion es la constatacion
de que la poblacion consumidora presenta una media de edad del primer brote
significativamente menor (Leeson et al., 2012).

3- Automedicacién. Esta hipotesis ha tomado relevancia a lo largo de los

ultimos afios. Se considera en ella que los pacientes, por ensayo y error, encuentran a
través del consumo de ciertas sustancias formas de paliar algunos de sus sintomas
(Khantzian, 1997 y 2013). Estarian aqui implicados especialmente los sintomas
negativos (Dixon et al., 1990). Algunos estudios muestran que los pacientes con
esquizofrenia que no eran consumidores tenian peores resultados en su funcion
cognitiva que los pacientes que si presentaban consumo (Talamo et al., 2006; Potvin

et al., 2005). No obstante, podrian existir explicaciones alternativas a este hecho.

Por dltimo, debe considerarse que no es descartable que las tres hipétesis
sean complementarias, y que cada una de ellas pueda explicar un subconjunto de los
casos dentro de la poblacion de pacientes que presentan una situaciéon comorbida
(Goswami, 2004).

2.3.4. TRATAMIENTO.
En el tratamiento del paciente de patologia dual deben destacarse varios

aspectos importantes. El primero es que el consumo puede interferir con la
medicacion, por lo que deben tenerse en cuenta las posibles interacciones (Mueser et
al., 1992). Es por ello que el tratamiento tiene dos estrategias fundamentales: la
primera, paliar los sintomas de esquizofrenia o trastorno bipolar y, la segunda,
procurar el cese de la adiccion (Szerman, 2009). Algunos antipsicéticos atipicos han
demostrado ser buenos fa&rmacos anticonsumo debido a su capacidad para bloquear

los receptores (5-HT,) de la serotonina, lo cual corresponde a una disminucion de la
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impulsividad (Rubio et al., 2000; Antochi et al., 2003). Un ejemplo de esta estrategia
seria la administracion de clozapina, de la cual se ha comprobado que es capaz de
reducir el consumo de cocaina y cannabis. En general, queda desaconsejada la
administracién de los antipsicoticos convencionales en los pacientes con patologia
dual. Estos farmacos, al disminuir el tono dopaminérgico, producen colateralmente un
sindrome amotivacional (anhedonia y apato-abulia) que puede potenciar el deseo de
consumo (Pino, 2009). A su vez, los pacientes que muestran un TUS suelen presentar
una mayor sensibilidad a los efectos extrapiramidales de los antipsicoticos de primera
generacion, aunque los neurolépticos atipicos también pueden provocar este tipo de
efectos.

La terapia psicoldgica y psicosocial para conseguir que el paciente mantenga la
abstinencia y conserve la adhesion al tratamiento farmacol6gico resulta en este caso

fundamental (Szerman et al., 2009).

3. LOS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION EN LOS TRASTORNOS
PSIQUIATRICOS.

Se han descrito diversos neurotransmisores implicados en la aparicion y
desarrollo de los trastornos psiquiatricos, entre los que se encuentran las
monoaminas, el glutamato, el GABA, los endocannabinoides y la serotonina (Sawa &
Snyder, 2002; Gould et al., 2004). El presente estudio se ha centrado en los sistemas
dopaminérgico, endocannabinoide y glutamatérgico.

3.1. SISTEMA DOPAMINERGICO.

La dopamina es un importante neurotransmisor catecolaminérgico que participa
en la regulacién de multiples funciones en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los
mamiferos, entre las que se encuentran la funcibn motora, emotiva, afectiva y la
comunicacion neuroendocrina. Esta presente también en el Sistema Nervioso
Periférico (SNP), donde posee funciones como mensajero neuroquimico modulando la
funcion cardiaca, la funcion renal, el tono vascular y la motilidad gastrointestinal
(Jackson & Westlind-Danielsson, 1994). Su sintesis se inicia con la L-Tirosina,
amino&cido aromatico y neutro, y se realiza en dos pasos catalizados por dos enzimas
diferentes, la tirosina hidroxilasa (TH) y la DOPA-descarboxilasa (DDC). Las

catecolaminas estan formadas por un nacleo, denominado nucleo catecol, compuesto
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por un anillo de benceno con dos grupos hidroxilos en los carbonos 3 y 4, mientras
que las diferentes cadenas laterales definen las distintas catecolaminas. En la

dopamina la cadena lateral es una etilamina (Cooper et al, 1996).

HO

NH
HO .

Figura 1. 3,4-Dihidroxifeniletilamina (Dopamina).

Desde hace décadas, la regulacion de las vias dopaminérgicas ha resultado
ser un importante foco de interés, dado que se ha constatado su participaciéon en
mdultiples patologias, tales como la enfermedad de Parkinson (Ehringer &
Honrykiewicz, 1960), los trastornos psiquiatricos (Carlsson & Lindgvist, 1963) o en la
dependencia a sustancias de abuso (Imperato & Di Chiara, 1986; Di Chiara &
Imperato, 1988). Aunque quimicamente se conocia desde principios del siglo XX, es
en los afios cincuenta y sesenta cuando es descrita su presencia en el SNC y, por lo
tanto, reconocido su papel como neurotransmisor. Posteriormente se caracterizaron
los receptores a los cuales se une para realizar su funcién en la transmisién nerviosa
(Kebabian & Calne, 1979). Hasta la fecha, se han encontrado cinco receptores
diferentes clasificados en dos categorias en funcién de su homologia, los D1-like (D1 y
D5) y los D2-like (D2, D3 y D4). La inactivacién o metabolizacion de la dopamina se
produce a su vez por dos enzimas diferentes, la catecol-O-metiltransferasa (COMT) y
la monoaminoxidasa (MAO). Ambas pueden actuar sobre la dopamina y ambas
pueden catalizar el segundo paso de degradacion hasta acido homovalinico (HVA)
siendo, por lo tanto, complementarias. En el caso de la monoaminoxidasa existen dos

tipos, Ay B, codificadas por diferentes genes (Bach et al., 1988).

El dltimo elemento que compone el sistema es el transportador de dopamina
(DAT) (Giros et al., 1992), proteina integral de membrana que se encarga de retirar el
neurotransmisor de la hendidura sinaptica y de reintroducirlo principalmente en el
citoplasma de la neurona presinaptica, aunque también se puede localizar DAT en la

membrana de los astrocitos.
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3.1.1. VIAS DOPAMINERGICAS.

Las vias dopaminérgicas estan compuestas por grupos de cuerpos neuronales

situados en la substantia nigra o en el area tegmental ventral en la base del cerebro y
los correspondientes axones que se proyectan hacia otras regiones (Cooper et al.,

1996). Existen tres grupos de vias diferentes:

-Via Nigroestriatal: desde los nucleos de substantia nigra en el mesencéfalo las

terminaciones proyectan sobre la region estriada dorsal, asociada con funciones
motoras (Romero et al., 2002).
-Via_Mesocorticolimbica: son las vias que parten desde el area tegmental

ventral localizada en el mesencéfalo. Engloba a su vez a dos grupos distintos que

mantienen cierto solapamiento entre si, estando fuertemente relacionados (Kandel et
al., 2000).

A) Mesolimbica: desde el area tegmental ventral, a través del ndcleo

accumbens, se conecta con el sistema limbico, el I6bulo temporal (amigdala e

hipocampo), el bulbo olfatorio y con la corteza prefrontal. Tradicionalmente se

ha vinculado la via mesolimbica con la regulaciébn de los sistemas de

recompensa. Esta relativamente establecido que las alteraciones de esta via

producen los sintomas positivos de la esquizofrenia.

B) Mesocortical: en este caso se conecta al area tegmental ventral con
el 16bulo frontal de la corteza cerebral. Es muy importante dada su vinculacion
a la funcién cognitiva. También esta intimamente asociada a las respuestas
relacionadas con la motivacién y las emociones. Su alteracién dentro de las

patologias de espectro psicético se relaciona con el deterioro cognitivo.

-Via_Tuberoinfundibular: se inicia en el ndcleo arcuato del hipotalamo

mediobasal (regién tuberal) y se proyectan los axones hasta la eminencia medial o
region infundibular, también en el hipotdlamo. En este caso, la dopamina esta
produciendo una inhibicion de la secrecion de prolactina por parte de la adenohipdfisis
(Fernandez-Ruiz et al., 1997). Dado que algunos neurolépticos bloquean la dopamina
en esta via, se produce, como consecuencia, un aumento de los niveles de prolactina,
por lo que pueden aparecer alteraciones endocrinas, como por ejemplo: una secrecion
anormal de las glandulas mamarias, tanto en hombres como en mujeres,

irregularidades en el ciclo menstrual, disfuncion sexual e infertilidad.
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3.1.2. SINTESIS DE DOPAMINA.

3.1.2.1. TIROSINA HIDROXILASA (TH).

La tirosina hidroxilasa (tirosin 3-monooxigenasa; EC 1.14.16.2) se localiza en el

citoplasma de las neuronas productoras de dopamina (Weiner & Molinoff, 1994).
Cataliza la conversion de L-Tirosina a L-Dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por adicién de
un grupo OH en la posicion 3 del anillo bencénico, siendo éste el paso limitante en la
ruta de sintesis tanto de dopamina como de otras catecolaminas (lkeda et al., 1967).
Para realizar la hidroxilacién, la enzima utiliza tetrahidrobiopterina (BH,;) y hierro
ferroso (Fe?*) como cofactores, ademas de oxigeno molecular (Nagatsu, 1983).

A partir del ARNm, por procesamiento alternativo (splicing), pueden generarse
cinco isoformas de la proteina (homomero), estando finalmente la enzima formada por

cuatro de estas unidades, es decir, se configura como un tetrdmero.

@)

OH L-Tirosina

NH
HO %
O,+ BHy4 \
/ TIROSINA HIDROXILASA
H20 + BH2
Y
O
50 OH L-DOPA
NH
HO 2

Figura 2. Accion de la tirosina hidroxilasa.

La regulacion de la actividad de la TH puede ocurrir tanto por fosforilacién
como por retroinhibicion, esto es, por union de dopamina a la proteina (Kumer &
Vrana, 1996). Existen dos dominios de union a este efecto. El primero, de alta afinidad,
es una union competitiva en el lugar de BH,. El segundo es de baja afinidad y produce

inhibicion con independencia del estado de fosforilacion.
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3.1.2.2. DOPA DESCARBOXILASA (DDC).
La enzima DOPA-descarboxilasa (DDC, EC 4.1.1.28), también denominada

como L-Aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC), es una enzima de tipo liasa

que esta formada por un dimero de dos cadenas iguales (Christenson et al., 1972;
Cooper et al., 1996). Esta proteina presenta 6 isoformas posibles que van de 338 a
480 aminoacidos, producidas a partir de los distintos ARNm que son generados por

splicing alternativo.

O
HO
OH
NH 3
HO 2 L -DOPA
\ Descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos
/ (DOPA - Descarboxilasa)
COy
Y
HO DOPAMINA
NH
HO &

Figura 3. Sintesis de Dopamina por accién de la DDC.

La enzima DDC cataliza la sintesis de dopamina al descarboxilar la molécula
de L-DOPA (Weiner & Molinoff, 1989). Aungue no es la reaccidn limitante de esta ruta,
si es crucial en aquellos pacientes que estan en tratamiento con L-DOPA dado que la

conversion a dopamina depende de esta enzimay por tanto la accion terapéutica.

3,1.3. INACTIVACION DE LA DOPAMINA.

3.1.3.1. CATECOL-O-METILTRANSFERASA (COMT)

La enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT, EC 2.1.1.6) es una de las

enzimas mas importantes en la inactivacion de las catecolaminas. Cataliza la
transferencia de un grupo metilo desde la S-adenosil-metionina hasta el grupo
hidroxilo del carbono 3 del nlcleo catecol (McGeer et al., 1987). Puede actuar

utilizando como sustrato la dopamina pero también epinefrina, norepinefrina o los
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catecol estrégenos (Chen et al., 2004). Cuando la accién se realiza sobre la dopamina
el resultado es una molécula de 3-metoxitiramina (3-MT). No obstante, puede actuar
como segundo paso de la ruta de inactivacion de dopamina, utilizando como sustrato
el metabolito &cido 3,4-dihidroxiacético (DOPAC) y dando como producto acido
homovalinico (HVA).

La enzima posee dos formas, una soluble (S-COMT) y otra unida a la
membrana celular (MB-COMT). La forma S-COMT se encuentra en el citoplasma
celular y se encarga de la inactivacién de la dopamina una vez que ésta es recaptada
hacia el interior celular por el trasportador de dopamina (DAT). La forma unida a
membrana (MB-COMT) es la de expresion mayoritaria en el tejido nervioso (Tenhunen
et al., 1994) y realiza su actividad catalizando la dopamina extracelular que esta en el
espacio sinaptico, ubicandose tanto en la membrana de la neurona presinaptica como
en la postsinaptica. Ambas variantes se generan a partir del ARNm por la existencia
de dos lugares de inicio de traduccion diferentes, de tal modo que pueden traducirse
los 6 exones originando una cadena de 271 aminoacidos (MB-COMT) o solo 4 exones
(S-COMT), en cuyo caso la cadena queda con 221 residuos.

., N-terminal

Figura 4. Estructura tridimensional de S-COMT. Imagen obtenida del software
Cn3D v4.3. (NCBI) En amarillo aparece el residuo 108 de la proteina

correspondiente al polimorfismo rs4680.

La catecol-O-metiltransferasa ha sido estudiada ampliamente en enfermedades
como la esquizofrenia y el trastorno bipolar (Craddock et al., 2006), pero también en el
autismo (Anderson et al., 2008), en diversos trastornos del movimiento entre los que
se encuentra la enfermedad de Parkinson (Klebe et al., 2013) y en tumores (Ates et
al., 2013; Martinez-Ramirez et al., 2012).
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Figura 5. Vias alternativas de inactivacion de dopamina.

3.1.3.2. MONOAMINOXIDASAS (MAOQOS).
En humanos existen dos enzimas monoaminooxida (EC 1.4.3.4) diferentes
(MAO-A (OMIM 309850) y MAO-B (OMIM 309860)) cada una codificada por su propio

gen. Estas enzimas son oxidasas de monoaminas (dopamina, serotonina, epinefrina y

otras) y pertenecen a la familia de las enzimas dependientes de flavina (Cooper et al.,
1996). La enzima MAO-B posee una cadena de 520 aa mientras que MAO-A posee
dos isoformas diferentes producidas por splicing, una forma larga de 527 residuos y
otra corta de 394. Tanto MAO-A como MAO-B se expresan en cerebro, pero tienen
diferentes afinidades para cada uno de los sustratos posibles (Weyler et al., 1990). De
este modo, MAO-A presenta preferencia por serotonina, epinefrina y norepinefrina
mientras que MAO-B tiene preferencia por feniletilamina como sustrato (Chen et al.,
2004; Bach et al., 1998).
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N-terminal

Figura 6. Estructura tridimensional de MAO-A. Imagen obtenida del software Cn3D v4.3. (NCBI)
En amarillo aparece el residuo 164 o 297 en funcién de la isoforma de la proteina, correspondiente al
polimorfismo rs6323.

Estas enzimas estan unidas a membrana, ya sea a la membrana plasmatica
para inactivacion de la dopamina sinptica o a la membrana mitocondrial externa en el
interior de las neuronas y los astrocitos (McGeer et al., 1987).

Las enzimas MAO son ademas las que realizan la inactivacion de las
monoaminas exogenas, especialmente MAO-A, por lo que presentan un papel
fundamental en el tratamiento de algunas patologias como la depresion clinica. Se han
descrito, ademas, asociaciones a multiples trastornos, especialmente cuando se
produce una baja actividad enziméatica, lo cual podria producir comportamientos
violentos o impulsivos. Un ejemplo de ello se encuentra en la mutacion causante del

sindrome de Brunner (Brunner et al., 1993).

3.1.4. RECEPTORES DOPAMINERGICOS.

Los receptores dopaminérgicos pertenecen a la superfamilia de receptores

acoplados a proteina G (Kandel et al., 2000; O’'Dowd et al., 1993). Todos poseen 7
dominios transmembrana y de 20 a 25 residuos hidréfobos. Los 7 dominios se
conectan por 7 giros extracelulares y 7 intracelulares alternados. El extremo amino
terminal queda hacia el exterior celular. En el tercer dominio citoplasmatico (i3)
aparecen las diferencias entre los diferentes receptores, siendo la base de la
interaccion diferencial para un tipo u otro de proteina G y, por lo tanto, de la diferente
sefializacion celular (Dixon et al., 1987). El extremo carboxilo terminal también es
responsable de los efectos de la interaccion con proteina G (Schwartz et al., 1998;
O’Dowd, 1993). Han sido descritos 5 receptores (D1 a D5), clasificados en dos grupos

diferentes.

27



Introduccion.

3.1.4.1. RECEPTORES D1-LIKE.

Este grupo estd formado por los receptores D1 y D5, los cuales estan

acoplados a proteina G activadora (Andersen et al., 1990). Ante la unién del ligando
activan adenilato ciclasa y, por lo tanto, proteinas quinasas dependientes de AMPc. El
asa o dominio intracelular i3 es un asa corta (57 y 50 aa), mientras que la region
carboxilo es grande (113 a 117 aminoacidos) y rica en residuos de serina, treonina y
cisteina, tanto en D1 como D5 (Jackson & Westlind-Danielsson, 1994).

El receptor D1, de 446 aa (NCBI Reference Sequence: NP_000785.1) es el
més abundante en el SNC (Missale et al., 1998), se puede localizar en alta
concentracion en el bulbo olfatorio, el neoestriado, el nucleo accumbens, las islas de
Calleja, la amigdala, el nucleo subtalamico, la substantia nigra (reticulada y compacta)
y en la capa molecular del cerebelo. En niveles menores se localiza en la corteza
cerebral (frontal, entorrinal y cingulada), en el tdlamo y en el globo pélido. Estos
receptores tienen una afinidad relativamente baja por la dopamina (Jackson &
Westlind-Danielsson, 1994).

El receptor D5 presenta 477 aminoacidos en su cadena (NCBI Reference
Sequence: NP_000789.1) y tiene un 49% de homologia con el receptor D1. Se localiza
en el hipocampo en los ndcleos lateral mamilar y parafascicular del tAlamo (Jaber et
al., 1996). Posee una afinidad a la dopamina mayor que la de D1. En cuanto a su
funcién biol6gica, se ha determinado la importancia que presentan ambos receptores

en la regulacion del crecimiento y el desarrollo neuronal.

3.1.4.2. RECEPTORES D2-LIKE.

Los receptores D2, D3 y D4, forman la segunda familia de receptores

dopaminérgicos (Andersen et al., 1990). Los receptores de este grupo se caracterizan
por estar acoplados a proteina G inhibidora, es decir, hay una inhibicién de la adenilato
ciclasa. La combinacién de i3 y regién carboxilo es inversa a la anterior, por tanto el
asa es larga (de 101 a 166 residuos) mientras que el extremo carboxilo es corto
(O’Dowd, 1993).

El receptor D2 posee 2 isoformas diferentes producidas por splicing alternativo
(Dal Toso et al.,, 1989). La forma corta, de 414 aa (NCBI Reference Sequence:
NP_057658.2), es de expresion presinaptica, mientras que la forma larga es de 443 aa
(NCBI Reference Sequence: NP_000786.1) y de localizacién postsinaptica. La mayor
parte de los amino&cidos que producen esa diferencia de longitud se encuentran en el

dominio intracelular i3.
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La distribucion del receptor D2 es amplia (Jackson & Westlind-Danielsson,
1994). En gran cantidad puede encontrarse en el neoestriado, el bulbo olfatorio, la
capa molecular de la formacion hipocampal, el nlcleo accumbens, las islas de Calleja
y el area tegmental ventral. En concentracion media: substantia nigra reticulada y
compacta. En esta Ultima el receptor se expresa como un autorreceptor
somatodendritico. También se encuentra en concentracibn media en las regiones
prefrontal, entorrinal y cingulada de la corteza cerebral, el globo pélido, la amigdala, el
talamo, el hipotdlamo y en el ndcleo subtalamico. Ademés de esto, aparece expresion
del receptor D2 en la hipdfisis como modulador de la apertura de los canales de Ca*' y
por tanto de la neurosecrecion (Lledo et al., 1992; Missale et al., 1998).

En cuanto a su afinidad por el sustrato, D2 muestra una baja afinidad por la
dopamina y, sin embargo, se ha establecido que es un receptor crucial en las
caracteristicas neurolépticas de los farmacos usados para el tratamiento de la
esquizofrenia, pues en gran medida la potencia del farmaco esta intimamente
relacionada con su afinidad por este receptor (Creese et al., 1976; Snyder, 1981). Su
accion inhibidora por union a Gi lleva acoplada la apertura de los canales de K y el

cierre de los canales de Ca?".

Por su parte, D3 posee 400 aa (NCBI Reference Sequence: NP_000787.2),
tiene una presencia elevada en las islas de Calleja, la region septal, los nicleos
geniculados medial y lateral del talamo, el ndcleo mamilar medial del hipotalamo y en
las células de Purkinje del cerebelo. Ya en una densidad menor se detecta en la
corteza parietal y temporal, la formacién hipocampal, el bulbo olfatorio, el neoestriado,
el nacleo accumbens, la amigdala, el ndcleo subtalamico, la oliva inferior y los |6bulos
anterior e intermedio de la hipdfisis. En baja concentracion se encuentra en substantia
nigra compacta, el area tegmental ventral, la corteza frontal y cingulada y el globo
palido (Schwartz et al., 1998; O’Dowd, 1993). Posee mayor afinidad que D2 por la

dopamina y se ha encontrado que su activacién estimula la proliferacién celular.

El receptor D4 esta formado por una Unica cadena de 419 aminoacidos (NCBI
Reference Sequence: NP_000788.2). Se distribuye por la corteza frontal, el bulbo
olfatorio, la amigdala, el mesencéfalo y la retina. Ya en cantidad menor también
aparece en el neoestriado. Residualmente aparece en el hipotalamo y el hipocampo
(Meador-Wooddruff et al., 1994). De afinidad intermedia por la dopamina presenta una

elevada afinidad por el antipsicotico atipico clozapina (Van tol et al., 1991).
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3.1.5. TRANSPORTADOR DE DOPAMINA (DAT1).

Es una proteina transmembrana de 620 aa (NCBI Reference Sequence:

NP_001035.1) que presenta una elevada afinidad por la dopamina, pudiendo
transportarla en ambas direcciones de la membrana (Amara et al.,, 1993). Esta
presente tanto en la neurona presingptica como en la membrana del astrocito que
regula la homeostasis de la hendidura sinaptica. Juega un papel fundamental en la
regulacién de la transmision dopaminérgica y también en los efectos de algunas
sustancias y farmacos. Asi, por ejemplo, es diana de la cocaina y otras sustancias
estimulantes provocando el bloqueo de la recaptacion (Reith et al., 1997).

Posee un dominio de unién a soluto (SBD), el cual define a la superfamilia
SLC6, proteinas transportadoras dependientes de Na'/Cl. Posee 12 dominios alfa-
hélice transmembrana (Kristensen et al., 2011), siendo estructuralmente parecido a
otros transportadores de la superfamilia como el trasportador de serotonina, el de
norepinefrina, el de GABA o el de glicina.

3.1.6. EL SISTEMA DOPAMINERGICO EN LAS ENFERMEDADES PSIQUIATRICAS.

Son mudltiples las funciones cerebrales en las cuales las vias dopaminérgicas

estan implicadas y sobre las cuales presentan actividad reguladora; debido a ello, las
alteraciones en el sistema dopaminérgico pueden generar patologias muy diferentes.
Se constata asi que el sistema dopaminérgico esta vinculado tanto a trastornos del

movimiento como a diversos trastornos psiquiatricos.

3.1.6.1 ESQUIZOFRENIA.

Desde que comenzé a establecerse en los afios sesenta que los farmacos con

accion neuroléptica debian su actividad a su capacidad de unién a los receptores
dopaminérgicos, la dopamina y la esquizofrenia han quedado vinculadas (Carlsson &
Lindgvist, 1963). No obstante, la evolucién de un modelo explicativo coherente sobre
los mecanismos etiologicos de la enfermedad ha sido dilatada, adquiriendo una gran
multiplicidad de enfoques.

La hipétesis inicial era sencilla: dado que los farmacos antipsicéticos son
bloqueantes de los receptores de dopamina, debia suponerse que la esquizofrenia es
producida por un exceso de este neurotransmisor. No obstante, la hipotesis fue
matizada progresivamente segun se describian los diferentes receptores de dopamina,
gracias a lo cual se vincul6 la potencia del farmaco a la afinidad que presentara por el
receptor D2 (Creese et al., 1976; Snyder, 1981). El segundo apoyo a la teoria

dopaminérgica se produjo al determinarse los modos de accién de algunas sustancias
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estimulantes con capacidad para inducir sintomas psicotomiméticos (Angrist et al
1975; Carlsson, 1988). En este sentido, se ha comprobado que la accién de la cocaina
y de la anfetamina se ejerce sobre el trasportador de dopamina y, en el caso de la
segunda, también tiene capacidad para estimular la sintesis y liberacién del
neurotransmisor. Estas evidencias reforzarian la hipotesis dopaminérgica clasica
(Angrist, 1994). Sin embargo, paralelamente, pudieron examinarse hallazgos que
cuestionaban la teoria clasica de la dopamina obligando a replantear multiples
aspectos de la misma. En primer lugar, se ha confirmado que otros receptores estan
implicados. Entre estos se encuentran los receptores glutamatérgicos (Moghaddam &
Javitt, 2012), serotoninérgicos (Eggers, 2013) y GABAérgicos (Hoftman et al., 2013).
Estas evidencias muestran que, tanto la accion de los farmacos de nueva generacion
como la de las sustancias de abuso que producen sintomas miméticos, se produce (al
menos en parte) a través de receptores no dopaminérgicos. Entre estos farmacos se
encuentra la clozapina, que es el neuroléptico atipico mas efectivo (Meltzer, 1997;
Keefe et al., 1999). Esta molécula tiene cierta capacidad de activar los receptores D1y
D4, pero muy ligera para D2. Por el contrario, se ha determinado que su actividad esta
relacionada con los receptores serotoninérgicos. Finalmente, se constata que los
antipsicéticos de primera generacién afectan mas a los sintomas positivos que a los
negativos (Wong & Van Tol, 2003) y, por lo tanto, no debe considerarse que la
alteracion dopaminérgica abarca el espectro sintomatolégico completo.

Entre las sustancias psicotomiméticas se halla la fenciclidina (PCP), la cual
produce un cuadro mas similar a la esquizofrenia que el de otras sustancias también
alucinégenas, como el acido lisérgico (LSD), dado que replica tanto los sintomas
negativos como los positivos (Gorelick & Wilkins, 1989). Esta sustancia actla a través
de los receptores NMDA del glutamato.

Por su parte, los estudios post mortem de tejido cerebral de pacientes resultan
controvertidos. Aunque se han encontrado, en algunos casos, densidades elevadas
del receptor D2 (Reynold & Mason, 1994) y D4 (Seeman et al., 1993) en caudado y
putamen, se discute si esa elevacion puede deberse a una sobrecompensacion debida
a la medicacion de los pacientes con antagonistas dopaminérgicos. Este fenémeno de
sobrecompensacion ante un farmaco no es inusual y hace que la interpretacién de
este tipo de resultados no sea concluyente. El sistema dopaminérgico se ha descrito
tradicionalmente como un sistema con funcién inhibidora, sin embargo, la realidad ha
demostrado ser mucho mas compleja. De este modo, los efectos de la dopamina van
desde la activaciéon hasta la inhibicién, por lo que los modelos posteriores que se han

desarrollado plantean que las vias dopaminérgicas ejercen fundamentalmente una
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accion reguladora o moduladora de la neurona postsinaptica (Grace, 1991; Howes &
Kapur, 2009). Por lo tanto, funcionarian como un filtro de las sefiales de aferencia,
modulando la integracion de la informacibn mediante su accién sobre las
interneuronas que conectan con las neuronas eferentes. Este aspecto estaria en
consonancia con los estudios de inhibicion por prepulso (PPI) que se centran en los
mecanismos de filtrado sensorial, es decir, los procesos que descartan estimulos
irrelevantes (Geyer et al., 1990; Braff et al., 2008; Jazbec et al., 2007).

La teoria clasica, por consiguiente, no explica ciertas evidencias empiricas. Por
una parte, las sustancias estimulantes que producen una elevacién del tono
dopaminérgico no replican todos los sintomas del espectro psicético, centrandose
fundamentalmente en los sintomas positivos y no en los negativos, del mismo modo
gue los antipsicoticos tipicos tienen poco efecto terapéutico sobre los sintomas
negativos (Green , 1996). En congruencia con ello, se observa que en la regién cortical
y prefrontal no s6lo no habria una hiperdopaminergia, sino que existiria una
hipodopaminergia (Davis et al., 1991; Abi-Dargham & Moore, 2003), motivo por el cual
algunos tratamientos podrian agravar este tipo de sintomas. Ademas, la reduccién del
tono dopaminérgico no solo explicaria los sintomas negativos y su falta de respuesta a
los neurolépticos de primera generacion, sino que explicaria también el deterioro
cognitivo o la pérdida de memoria de trabajo.

Otra puntualizacién a la teoria tradicional proviene del tiempo que tarda el
tratamiento con neurolépticos en paliar los sintomas, generalmente entre dos y tres
semanas. Esto podria estar indicando que los mecanismos subyacentes, tanto en el
tratamiento como en la propia patologia, no son debidos, o al menos no
exclusivamente, a la transmision nerviosa por si misma. Los neurolépticos bloguean
de forma efectiva los receptores de dopamina desde el primer momento de la
administracién, no obstante, el proceso de reduccién de los sintomas no comienza
hasta varios dias después. Esto se explicaria por los efectos a medio y largo plazo que
produce la activacién o la inhibicion de los receptores D2 y D3, entre los que
aparecerian, posiblemente, cambios plasticos en los circuitos neuronales implicados.
Este efecto parece estar mediado por el bloqueo de la despolarizacion de las células
dopaminérgicas (Grace et al., 1997). Inicialmente los bloqueantes aumentan el disparo
pero, posteriormente, se produce una disminucion general de la frecuencia,
coincidiendo con el momento en el que se muestran los efectos antipsicoticos. Un
aspecto que también plantea una revisién de la teoria dopaminérgica es que el
tratamiento con antipsicoticos tipicos no produce mejoras en todos las personas

tratadas. Los neurolépticos tienen un elevado porcentaje de pacientes a los cuales no
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les produce efectos terapéuticos, valorandose que en torno al 30% de los pacientes
medicados no responde adecuadamente (Wong & Van Tol, 2003).

Es por todo ello que la hipétesis de la dopamina ha evolucionado hacia un
modelo por el cual se considera que no es Unicamente la regulacién de sus niveles lo
que podria estar alterado. Uno de los modelos propuestos en este sentido es la teoria
de la constriccién de los limites de tolerancia (Ashcroft et al., 1981; Palomo et al.,
1985). En este modelo pueden coexistir estados de hiperdopaminergia y de
hipodopaminergia, dado que la alteracion radicaria en su modulacion y en la reduccion
del rango de las concentraciones de neurotransmisor admisibles. De este modo, se
integran tanto conceptos de hipersensibilidad como de desensibilizacion a la
dopamina, junto a los efectos reguladores que podrian tener otros neurotransmisores
como la serotonina o el glutamato (Grace, 1991) sobre las vias dopaminérgicas. Este
concepto integrador seria considerado como una tercera version de la hipotesis de la
dopamina (Howes & Kapur, 2009), aglutinando en si las muy diversas evidencias

empiricas existentes.

3.1.6.2. TRASTORNO BIPOLAR.

La implicacién de la dopamina en el trastorno bipolar ha sido evidenciada, si

bien la interacciébn compleja con otros neurotransmisores no ha permitido que un
modelo bien delimitado quede establecido (Willner et al. 2005; Cousins et al., 2009).

La primera evidencia radicaria en el hecho de que los episodios depresivos
mejoran con un tratamiento basado en antidepresivos pro-dopaminérgicos directos o
indirectos (Dremencov et al., 2004). Por su parte, aunque el metabolismo y regulacion
de la serotonina se ha contrastado como fundamental en esta patologia, ésta es a su
vez un regulador de la dopamina, estando, por lo tanto, estrechamente relacionadas
en la patologia (Parsons et al., 1996).

Conjuntamente, se considera que los episodios de mania estarian asociados a
niveles sobreelevados de dopamina, especialmente en los circuitos de recompensa
cerebrales, como las neuronas dopaminérgicas mesocorticales, o las vias que unen el
nucleo accumbens con el cértex prefrontal (Leboyer et al., 1996; Cousins et al., 2009).
De este modo, se ha observado que en pacientes con trastorno bipolar aparecen
concentraciones aumentadas de acido homovalinico (un metabolito de degradacién de
la dopamina) en liquido cefalorraquideo y plasma, anticipando asi la aparicion de estos
episodios. En consonancia con esto, los farmacos antipsicéticos son utilizados como
terapia en el trastorno bipolar, evidenciando la posibilidad de un espectro continuo de

los diferentes cuadros clinicos que implican elevaciones de la funcion dopaminérgica.
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En adicion a todo ello, en el ambito de la investigacién genética, es frecuente
encontrar que los genes, mutaciones y polimorfismos que ofrecen resultados positivos
en la esquizofrenia estan también asociados al trastorno bipolar (Lichtenstein et al.,
2009; Craddock et al., 2009; O’'Donovan et al., 2009); entre ellos, se incluyen los
pertenecientes al sistema dopaminérgico (Zhan et al., 2011; Kaalud et al., 2013). No
obstante, esta superposicién no siempre sucede en un mismo estudio. En cualquier
caso, se pone de manifiesto que ambas patologias comparten mecanismos comunes
en su desarrollo, si bien esta relacion no estad completamente dilucidada. Un estudio
realizado en Suecia con una poblacién de méas de dos millones de familias, ha
mostrado que el aumento del indice de riesgo al poseer antecedentes familiares es
indistinto para la esquizofrenia y el trastorno bipolar, es decir, que existen familias en
las que aparecen casos de ambas enfermedades (Lichtenstein et al.,, 2009). Esta
evidente superposicion de factores genéticos de riesgo comunes a las dos patologias
ha llevado incluso a algunos investigadores a cuestionarse la separacion entre ambas
(O’'Donovan et al.,, 2009), planteandose si la separaciéon dicotomica responde
realmente a un sustrato biolégico diferente entre ellas. Esto implicaria que todas las
asociaciones realizadas entre el sistema dopaminérgico y la esquizofrenia serian

validas, al menos parcialmente, para el trastorno bipolar.

3.1.6.3. PATOLOGIA DUAL.

La vinculacién principal entre el sistema dopaminérgico y las conductas

adictivas proviene de la funcién de las vias dopaminérgicas en los mecanismos de
refuerzo o sistemas de recompensa cerebrales. Entre las regiones cerebrales
implicadas se encuentra el area tegmental ventral, el nicleo accumbens, la amigdala y
el cértex prefrontal (Heimer et al 1991; Koob, 1999; Everitt & Robbins, 2005). Son las
proyecciones del area tegmental ventral sobre el nacleo accumbens las que parecen
tener mayor peso sobre el mecanismo de refuerzo positivo (Schultz, 1997),
independientemente de la naturaleza del mismo: psicolégica o farmacolégica (Kelley &
Berridge, 2002).

La cocaina (Everitt & Robbins, 2005), la anfetamina (Jones et al., 1998), la
morfina (Spangler et al., 2003) o la nicotina (Hendrickson et al., 2013), incrementan la
transmision dopaminérgica en las areas limbicas implicadas en la regulacion
emocional. En el caso de la cocaina y la anfetamina se produce por un bloqueo de la
recaptura de la dopamina, aunque también de la serotonina o la noradrenalina
(Feldman et al., 1997). La anfetamina, ademas, produce el aumento de la sintesis y

liberacion de la dopamina asi como el bloqueo de las enzimas MAO, aunque esto
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ultimo solo a dosis excepcionalmente elevadas (Jones et al., 1998). Otras sustancias
pueden producir también elevaciones de la dopamina en estos circuitos neuronales
por una via indirecta. En el caso del consumo de Cannabis sativa las sustancias
psicoactivas presentes interfieren en las vias del sistema endocannabinoide, el cual
modula o regula otras vias de sefalizacidn, entre ellas, las de glutamato, péptidos
opioides, GABA, serotonina y acetilcolina (lversen, 2003). Los receptores CB1 no
aparecen en las neuronas dopaminérgicas, sino en aquellas que son inervadas por
éstas. Estos receptores se sitian en la célula presinaptica y, por lo tanto, participan en
la regulacion de la sintesis, liberacidon y recaptacion, al actuar como mensajeros
retrégrados.

Algunas investigaciones, en referencia al alcohol, han mostrado que su
consumo también produce elevaciones de los niveles de dopamina, siendo en este
caso la via mesolimbica la més importante (Salamone et al., 2003). Este efecto parece
estar mediado por el sistema opioide, dado que la administracion de alcohol con
antagonistas o agonistas opioides, modula la respuesta de dopamina. Esta elevacion
de dopamina se produce, en cualquier caso, por la intoxicacion aguda a corto plazo,
pero el consumo crénico genera, contrariamente, una reduccién de la capacidad del
sistema para producirla por si mismo (Volkow et al., 2002).

En consecuencia a todo ello, la dopamina va a estar implicada
independientemente de la sustancia consumida, ya sea por una accién directa o por
una via indirecta, ya sea por un refuerzo fisiolégico o por un refuerzo psicologico. De
este modo, las elevaciones de dopamina van a inducir una autoestimulacion que
refuerza el consumo de dicha sustancia y las conductas relacionadas con dicho
consumo (Ito et al, 2004).

Tanto en poblacién con esquizofrenia como en poblacién con trastorno bipolar,
la prevalencia de consumo y trastorno por uso de sustancias es muy elevada,
poniendo de manifiesto la posibilidad de mecanismos fisiol6gicos comunes (Mueser et
al., 1998). Las teorias propuestas contemplan diversas posibilidades en cuanto a la
relacion entre las alteraciones de los sistemas a nivel molecular y el amplio espectro
de cuadros clinicos, como ya ha sido anteriormente expuesto. De este modo,
desequilibrios bioquimicos similares podrian dar inicio a las diferentes patologias en
funcién de otros factores. Podria ocurrir, por otra parte, que el consumo originara las
alteraciones que se desarrollan en forma de sindromes psiquiatricos. Finalmente, los
pacientes con esquizofrenia o trastorno bipolar podrian ser mas sensibles a los efectos
del consumo, ya sea que se exprese como una tendencia a dicha conducta o como

una utilizacion de las sustancias por su percepcion de efectos paliativos. En cualquier
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caso, el sistema dopaminérgico tendria un papel primordial, si bien no completamente
definido.

3.2. SISTEMA ENDOCANNABINOIDE.

Histéricamente, el estudio del sistema cannabinoide endégeno, o sistema
endocannabinoide, se inicia con las investigaciones que buscan determinar los
mecanismos bioquimicos y moleculares a través de los cuales actia en el sistema
nervioso el A’-Tetrahidrocannabinol (A°-THC). Esta molécula es la principal sustancia
activa de la planta Cannabis sativa, estando presente en los preparados que se
obtienen de ella para su consumo. De este modo, se hallaron en primer lugar los
receptores a los cuales se une el A>-THC vy, por tanto, los receptores que median los
efectos tanto a corto como a largo plazo (van der Stelt & Di Marzo, 2003).
Posteriormente y gracias a ello, pudieron hallarse los ligandos endégenos para dichos
receptores: los neurotransmisores denominados endocannabinoides. Llega a definirse
asi, todo un sistema de sefializacion compuesto ademas de por los receptores y sus
ligandos, por las enzimas de sintesis, las enzimas de inactivacion y por los
transportadores de reciente descubrimiento (Di Marzo et al., 1998; Kaczocha et al.,
2009)
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Figura 7. Estructuras del N-araquidoniletanolamina (AEA) y del 2-araquidonil glicerol (2-AG).

Bioquimicamente, los endocannabinoides son derivados lipidicos endégenos,
de los cuales los dos considerados como principales son el N-araquidoniletanolamina
(anandamida / AEA) y el 2-araquidonil glicerol (2-AG), aunque existen otros como el 2-
araquidonilglicerol éter, el O-araquidonil etanolamina, el N-araquidonil-dopamina y el
N-araquidonil-L-serina (Pertwee et al., 2010). De ellos, el mas estudiado y mejor
conocido, la AEA, se ha determinado que actla como mensajero retrégrado en la
sinapsis (Vaughan & Christie, 2005).
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Cuando el neurotransmisor principal que define al tipo neuronal concreto
(glutamatérgica, GABAérgica, etc.) se une a los receptores postsinapticos, la
despolarizacion de la membrana junto a la apertura de canales iénicos va a producir la
activacion de las enzimas de sintesis presentes en ella. La AEA, una vez sintetizada,
se dirige desde la neurona postsinaptica hasta los receptores cannabinoides en la
membrana presinaptica y, al unirse a ellos y activarlos, desencadena mecanismos

moleculares que establecen un feed-back de regulacién (Katona et al., 2008).

3.2.1. SINTESIS DE ENDOCANNABINOIDES.

3.2.1.1. SINTESIS DE ANANDAMIDA (AEA).
La sintesis de anandamida se realiza en 2 etapas (Pacher et al., 2006). En la

primera de ellas, se produce el paso de acido araquidonico (AA) desde la
fosfatidilcolina (PC) hasta la fosfatidiletanolamina (PE), formandose asi N-&cido
araquidonil-fosfatidiletanolamina (NAPE). Esta reaccion esté catalizada por la enzima
de membrana N-acil transferasa (NAT). En la segunda reaccion, NAPE es hidrolizado
por la fosfolipasa-D generando anandamida (AEA). La AEA se une con alta afinidad a
los receptores CB1 por los que tiene preferencia, pero puede unirse también a los

receptores CB2 con una afinidad menor (Pertwee et al., 2010).

3.2.1.2. SINTESIS DE 2-ARAQUIDONIL GLICEROL.

El 2-Araquidonil glicerol (2-AG) es el producto de la hidrolisis del diacilglicerol

(DAG) por la accién de la enzima diacilglicerol lipasa (Sugiura et al., 2006). De esta
enzima se han descrito dos tipos hasta el momento, o y B. A su vez, existen dos vias
para la produccion de DAG: la primera parte del inositol fosfato mediante la enzima
fosfolipasa-C (PI-PLC), mientras la segunda parte del acido fosfatidico (PA) siendo la
enzima implicada la PA-fosfohidrolasa.

En el cerebro, el 2-AG tiene mayores niveles de concentracion que la AEA, sin
embargo, se estima que so6lo una pequefia cantidad esta implicada en la sefializacién
endocannabinoide, dado que su afinidad por los receptores, tanto CB1 como CB2, es
baja, siendo ademas la distribucion del 2-AG mucho mas generalizada que la de los
receptores (Sugiura et al., 2006). Esto se explica por el hecho de que el 2-AG ademéas
de tener una funcibn como neurotransmisor forma parte del metabolismo de los

lipidos.
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3.2.2. INACTIVACION CANNABINOIDE.

3.2.2.1. AMIDO HIDROLASA DE ACIDOS GRASOS (FAAH).

La amido hidrolasa de &cidos grasos (FAAH; EC 3.5.1.99) es la enzima

responsable de la inactivacion de diversos compuestos de la familia de las amidas de
acidos grasos, en la que se encuentran los endocannabinoides (Cravatt & Lichtman,
2002). Se trata de una proteina de 579 aa (NP_001432.2) y 63 kD, con un dominio
transmembrana, una secuencia consenso de amidasa y un dominio de uniéon SH3. La
enzima completa esta formada por un homodimero (McKinney & Cravatt, 2005).

La accién de la enzima FAAH sobre la AEA para su inactivacion da como
resultado acido araquidénico y etanolamina. Aunque in vitro se ha constatado la
capacidad de FAAH para degradar el 2-AG, in vivo no parece que esta accién sea
importante (Goparaju et al., 1998).

rs324420

N-terminal

Figura 8. Estructura tridimensional de la enzima amido hidrolasa de &cidos grasos (FAAH).
Imagen obtenida del software Cn3D v4.3. (NCBI). En amarillo aparece marcado el residuo 129

correspondiente al polimorfismo genético rs324420.

La expresion de FAAH es abundante en el cerebro, especialmente en las
regiones del neocértex, hipocampo, amigdala y cerebelo. En las neuronas se localiza
en regiones de elevada expresion de CB1 (Egertova et al., 2003), aunque también se
encuentra en células de la glia (Romero et al., 2002). Intracelularmente se sitla en la
membrana del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi. Se expresa también
fuera del SNC en érganos como el higado, el pancreas, los rifiones y en muasculo

esquelético (Lambert & Fowler, 2005).
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3.2.2.2. MONOACILGLICEROL LIPASA (MGLL / MGAL).
La monoacilglicerol lipasa (MGLL / MGAL; EC 3.1.1.23) es la enzima que

inactiva el 2-AG, dando como resultado acido araquidénico y glicerol. Puede actuar
también sobre los triglicéridos o completar la degradacion a monoglicéridos de las
lipoproteinas (Karlsson et al., 2001; Dinh et al., 2002). Tiene por ello gran relevancia
en los adipocitos y su expresion es practicamente ubicua. No obstante, en cerebro su
presencia es mayor en aquellas regiones donde hay una elevada expresion de CB1
(Dinh et al., 2002).

Pertenece a la superfamilia de las serina hidrolasas y es una proteina asociada
a membrana de 313 a3 (NCBI Reference Sequence: NM_007283.6) y 33 kD. Existen
otras 2 isoformas, de 303 (NM_001003794.2) y 283 (NM_001256585.1) aminoacidos,
en funcion del procesamiento alternativo del ARNm.

3.2.3. RECEPTORES CANNABINOIDES.

3.2.3.1. RECEPTOR DE CANNABINOIDES TIPO | (CB1).

El receptor de cannabinoides de tipo | (CB1; NCBI Reference Sequence:
NP_001153731.1; NM_001160259.1) esta formado por una cadena de 472 aa aunque
existe una segunda isoforma de 439 aa (NP_149421.2; NM_033181.3). Posee 7

dominios transmembrana y varios dominios de union a proteina G..s) (Matsuda et al.,

1990). Cuando CBL1 se asocia a Gj,, ésta a su vez se une a las adenilato ciclasas de
tipo I, V, VI y VIII. Los tipos | y VIII son los de mas amplia distribucion en el cerebro, lo
que se corresponde con el papel fundamentalmente inhibidor atribuido a los
cannabinoides. CB1 unido a G se asocia con las adenilato ciclasas de tipo Il, IV y VII.
Estas combinaciones son propias del estriado y del globo palido, por tanto, en estas
regiones los cannabinoides tendrian una accion estimuladora (Rhee et al., 1998).

El receptor CB1 se localiza presinapticamente y participa en la retroinhibicién
de la liberacién de neurotransmisores, de modo que su accién produce una atenuacion
de la transmision sindptica. Esta funcion esta ligada a las neuronas en las que se
expresa: GABAérgicas (corticales y estriatales) y glutamatérgicas (corticales,
hipocampales, hipotalamicas y cerebelares). También puede localizarse en las
neuronas de las vias subcorticales ascendentes, correspondiendo asi a las terminales
colinérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas (Ramos & Fernandez-Ruiz, 2003). La
localizacién postsinaptica también ha sido enunciada, y estaria modulando la inhibicién
de los canales de calcio sensibles a voltaje y los receptores ionotrépicos del glutamato

(Salio et al., 2002). A su vez, CB1 tiene expresion en las células de la astroglia (Stella,
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2011). En estas células estaria contribuyendo a la regulacion de las funciones
relacionadas con el aporte de nutrientes a las neuronas y al mantenimiento de la
homeostasis del espacio sinaptico. Ademas, a través de esta ubicacion en el astrocito,
estaria implicado en la regulacion el endotelio vascular, ya que la activacion del
receptor produce vasodilatacion.

La expresién del receptor CB1 es amplia dentro del sistema nervioso, pero
también esta presente en otros tejidos como el endotelio vascular, el tejido éseo o el
tejido adiposo, y en érganos como testiculo y Gtero (Howlett et al., 2002).

Es importante resefiar que el patron de expresion de CB1 no es constante a lo
largo de las diferentes etapas del desarrollo. Durante la fase prenatal, los receptores
CB1 son muy abundantes en las células progenitoras neurales y en las proyecciones
axonales que conforman &reas de sustancia blanca (Fernandez-Ruiz et al., 2000).
Esto pone de manifiesto que el sistema cannabinoide enddgeno regula procesos de
proliferacién, migracién, diferenciacion y supervivencia celular (Galve-Roperh et al.,
2009) y, consecuentemente, esta implicado en la elongacién y fasciculacion de los
axones, en la formacion de conexiones sinapticas y en el establecimiento de patrones
morfogénicos del sistema nervioso (Harkany et al., 2007). Este papel se mantiene
durante la neurogénesis adulta en aquellas células que preservan potencialidad como
célula progenitora en las regiones neurogénicas, es decir, zona subventricular-l6bulo

olfatorio y giro dentado del hipocampo.

3.2.3.2. RECEPTOR DE CANNABINOIDES TIPO 1l (CB2).
El receptor de cannabinoides de tipo Il (CB2; NCBI Reference Sequence:
NP_001832.1; NM_001841.2) posee una cadena de 360 aa en la cual existen 7

dominios transmembrana y varios dominios de unién a proteina G. Posee un 44% de

homologia general con CB1 mientras que la homologia en los residuos que conforman
los dominios transmembrana es de un 68% (Munro et al., 1993; Galiégue et al., 1995).

Este receptor tradicionalmente se consideré un receptor de tejidos periféricos
de expresion muy reducida (Galiegue et al., 1995), siendo denominado receptor
cannabinoide de macréfagos. Sin embargo, pudo localizarse posteriormente en las
células de la microglia del SNC (Carlisle et al., 2002; Klegeris et al., 2003), por lo que
seguiria considerandose como un receptor que participa principalmente en la
regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria (Benito et al., 2008). En esta
concepcion, el 2-AG se uniria a CB2 produciendo una inhibicién de la respuesta, es
decir, se inhibe la secrecion de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de

oxigeno y nitr6geno (Baker et al., 2007).
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Figura 9. Estructura del receptor de cannabinoides de tipo 1l (CB2). En rojo aparece el

residuo 63 de la proteina que corresponde al polimorfismo genético rs35761398.

Sin embargo, la presencia de CB2 en otros tipos celulares dentro del SNC ha
sido detectada, aunque continla siendo una cuestiéon discutida (Atwood & Mackie,
2010). No obstante, puede considerarse aceptada la expresion en otros tipos celulares
de glia, entre los que se encontrarian los astrocitos (Sheng et al., 2005), y en neuronas
granulares del cerebelo (Skaper et al., 1996), asi como también en células precursoras

neuronales (Galve-Roperth et al., 2013)

3.2.3.3. OTROS RECEPTORES DE CANNABINOIDES.
Ademas de los receptores CB1 y CB2, se han propuesto otros posibles

receptores cannabinoides que podrian mediar funciones especificas en regiones
restringidas. Entre ellos se encuentra el receptor huérfano acoplado a proteina G
(GPR55; NP_001171656.1), receptor que media diversas funciones vasculares tanto
en cerebro como en otros tejidos (Ryberg et al., 2007). También estaria el receptor
vanilloide (TPRV1; NP_542437.2), un receptor ionotrépico que comparte ligandos con
CB1 y que se expresa conjuntamente en algunos grupos de neuronas (Cristino et al.,
2006).

También se ha descrito una subfamilia de receptores nucleares activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR,_,), entre cuyas funciones se encontrarian la
regulacion de la alimentacion y la lipolisis, presentando ademas capacidad analgésica
(Sun & Bennett, 2007).
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3.2.4. TRANSPORTADOR DE ENDOCANNABINOIDES.

Tras su union a los receptores, los endocannabinoides pasan del espacio

sinaptico al interior celular para ser inactivados por las enzimas de degradacion.
Originalmente, debido a la naturaleza lipidica de los endocannabinoides, se supuso
que el paso a través de la membrana se producia por difusién. Sin embargo, dada la
eficacia del proceso, se propuso que debian existir mecanismos que lo facilitaran,
incluyendo la existencia de una proteina transportadora (Maccarrone et al., 2000), la
cual no ha podido ser aislada aunque hay estudios que parecen evidenciar su
presencia en la membrana celular (Chicca et al., 2012).

Si han sido encontradas y caracterizadas dos proteinas que actldan como
transportadores intracelulares para la AEA. Estas proteinas, una vez esta la AEA en el
citoplasma, se unen a ella y la conducen hasta el aparato de Golgi o al reticulo
endoplasmético, donde es inactivada por la enzima FAAH. Estas dos proteinas son
FABP5 (NP_001435.1; ADU05470.1) y FABP7 (NP_001435.1; CAG33338.1),
proteinas de unidon a &cidos grasos (Kaczocha et al., 2009). Inicialmente fueron
aisladas a partir de células epidérmicas (Siegenthaler et al.,, 1994), siendo

habitualmente estudiada su funcién en procesos tumorales (Liang et al., 2005).

3.2.5. SISTEMA ENDOCANNABINOIDE EN LOS TRASTORNOS PSIQUIATRICOS.

El sistema endocannabinoide presenta una funcién reguladora sobre diversos

neurotransmisores, entre los que se encuentran: glutamato, péptidos opioides,
dopamina, GABA, serotonina y acetilcolina (lversen, 2003). Respecto a las neuronas
dopaminérgicas, el receptor CB1 no ha sido localizado en sus membranas, pero si en
las neuronas de las regiones cerebrales inervadas por ellas (Tsou et al., 1998). Por lo
tanto, se ha propuesto la existencia de un mecanismo indirecto entre la activacion de
los receptores CB1 y la modulacién de la transmisién dopaminérgica. Conjuntamente,
se han elaborado diferentes teorias y modelos que expliquen, a partir de la relacion
entre ambos sistemas, la aparicion y desarrollo de las patologias psiquiatricas,
integrando los resultados de las mudltiples investigaciones que han abordado la
cuestion (Ujike & Morita, 2004; Parolaro et al., 2010). De manera similar a lo que
sucede en el estudio del sistema dopaminérgico, parte de las conclusiones obtenidas
acerca de como se vincula el sistema endocannabinoide con la esquizofrenia y el
trastorno bipolar provienen de la observaciéon de los efectos provocados por farmacos
0 sustancias de abuso. En el caso del sistema endocannabinoide, muchas de las
evidencias surgen de las investigaciones que buscan determinar la accion bioquimica

del consumo de cannabis (Fernandez-Espejo et al., 2009).
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3.2.5.1. ESQUIZOFRENIA.

El estudio de D’Souza et al. (2004) confirmé los efectos psicotomiméticos del

A’-THC en individuos control. En dicho estudio, se administr6 A®-THC por via
intravenosa a voluntarios sin sintomas psicéticos y se pudo observar que se
reproducian tanto los sintomas positivos como los sintomas negativos. Esto sucedia,
ademas, de una manera dosis-dependiente. Por otra parte, cuando era administrado a
pacientes con esquizofrenia los sintomas se exacerbaban. Queda establecido, por lo
tanto, que las vias endocannabinoides poseen una vinculacion con la sintomatologia
del espectro psicético. Por ello, se propuso que las alteraciones en su regulacion
podrian producir un desequilibrio que provocara o contribuyera a la aparicion de la
patologia. Estas alteraciones no solo harian referencia a las que se producen durante
el consumo de cannabis, sino que podrian existir alteraciones enddégenas de efectos
analogos, entre las cuales se incluirian las derivadas de factores genéticos que
afectan al equilibrio del sistema endocannabinoide.

Por tanto, los estudios que relacionan el sistema cannabinoide enddgeno y la
esquizofrenia van a tener dos vertientes diferentes (Fernandez-Espejo et al., 2009). La
primera sera aquella en la que se valora la implicacién del sistema en pacientes con
sintomas psicoticos que ademas tengan o hayan tenido un consumo de cannabis, de
modo que se puedan correlacionar las diferencias sintomatoldgicas con las variaciones
bioguimicas o fisiol6gicas generadas por el propio consumo. Otros trabajos buscaran,
complementariamente, las alteraciones intrinsecas e independientes al consumo, que
puedan existir en el sistema endocannabinoide y que podrian generar los sintomas de

la patologia.

Desde la perspectiva de alteraciones en el sistema cannabinoide endégeno en
pacientes con esquizofrenia sin consumo se encuentran diversos hallazgos de interés.
Uno de los primeros es el hallazgo de elevados niveles de AEA en sangre (De Marchi
et al., 2003) en pacientes con brotes agudos y también en liquido cefalorraquideo
(LCR) en pacientes que no estadn tomando medicaciébn o que son tratados con
antipsicoticos atipicos (Leweke et al., 1999; Giuffrida et al., 2004). Esta sobreelevacion
de los niveles no se observa en pacientes tratados con antipsicoéticos tipicos. Esto
parece relacionar los niveles de AEA con el receptor D2, diana principal de la accion
de los antipsicéticos de primera generacion. A su vez, y en congruencia con lo
anterior, se ha observado la capacidad que tiene el A°-THC para reducir la actividad
del receptor D2 (Vorunganti et al., 2001), asi como el bloqueo selectivo de CB1

potencia a los receptores D1 y D2 (Ferrer et al., 2007). Por consiguiente, una
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sobreelevacion de la AEA podria estar indicando un mecanismo compensatorio para
reducir la actividad de D2 y por tanto paliar sintomas psicoéticos.

Otros estudios ponen de manifiesto una reduccion de los niveles del receptor
CBL1 en la corteza frontal dorsolateral de los pacientes (Uriglien et al., 2009; Eggan et
al., 2008). En el trabajo de Eggan et al. se encontraba también reducido el ARNm
codificante para el receptor, mientras que en el de Uriglien et al. la reduccién se ceiia
a la proteina y Unicamente en el grupo de pacientes con tratamiento antipsicético, no
asi en las muestras de pacientes que no recibieron tratamiento. Dada la funcion
inhibidora de los endocannabinoides, se ha interpretado esta reduccién como una
compensacion para aumentar los niveles del neurotransmisor GABA, es decir, se
trataria de una adaptacion compensatoria para paliar los sintomas neurocognitivos.
También podria relacionarse con la dopamina, pues los efectos cognitivos pueden
deberse a hipodopaminérgia en el cértex. Por consiguiente, una reduccion en niveles
de CB1, y de su accion inhibidora, podria tener como efecto una elevacién de la
transmision dopaminérgica.

No obstante, otros trabajos encuentran una elevada densidad de receptores
CB1 en la corteza cingulada anterior, en las capas | y Il de la corteza cingulada
posterior y en la corteza prefrontal dorsolateral, ofreciendo asi datos contradictorios
(Dean et al., 2001; Zavitsanou et al., 2004; Dalton et al 201).

En consonancia con esto, se ha observado que la remision de los sintomas
clinicos iba acompafada de reducciones significativas de AEA y del ARNm del gen
CNR2 (codificante para el receptor CB2) y del gen FAAH (De Marchi et al., 2003).

Existen, ademas, investigaciones que relacionan la esquizofrenia con
alteraciones debidas no tanto a la transmisién nerviosa como a la funcién colateral que
tienen los neurotransmisores en el refuerzo de las conexiones neuronales y en la
plasticidad de las mismas. Parte de esta concepcién estaria sustentada en el hecho de
gue el tratamiento produce los efectos terapéuticos semanas después de su inicio. En
este sentido, se ha descrito la funcion de los receptores CB1 y CB2 en el
establecimiento de conexiones entre neuronas y en la formacion de los circuitos
neuronales durante el desarrollo (Fernandez-Ruiz et al., 2000; Harkany et al., 2007).
Por ello, un desequilibrio en la transmision cannabinoide podria causar que estos
procesos no sucedieran correctamente. De este modo, la esquizofrenia ha sido
también conceptualizada como una patologia en la cual la plasticidad y la conectividad
entre neuronas esta comprometida (Duan et al., 2007; Ayalew et al., 2012). En ello

podria incluirse el papel fundamental que presenta el sistema endocannabinoide en la

44



Introduccion.

regulacién de la respuesta inflamatoria 0 en los procesos de neurodegeneracion
(Ashton & Glass, 2007). Quedaria, por lo tanto, implicado el sistema endocannabinoide
en el desarrollo de la esquizofrenia no solo por su funcién reguladora sobre otros
neurotransmisores, sino por su funcibn sobre el neurodesarrollo y sobre el
mantenimiento de la integridad neuronal (Galve-Roperh et al., 2009; Fernandez-Ruiz
et al., 2004).

3.2.5.2. TRASTORNO BIPOLAR.
Dada la naturaleza oscilatoria de los episodios de distinto tipo del trastorno

bipolar, las hipotesis generales estiman que deben existir alteraciones en la regulacion
tanto de la activacion como de la inhibicion de los circuitos neuronales implicados en
los estados de &nimo (Goodwin & Jamison 2007). Aunque se ha determinado que la
esquizofrenia y el trastorno bipolar comparten caracteristicas y elementos en su
etiologia, estableciéndose casos en los que la sintomatologia parece compartir rasgos
de uno y otro tipo, en el caso del TB la vinculacion con el sistema cannabinoide
enddgeno podria deberse no tanto a la accién reguladora sobre la dopamina como a la
modulacion de los neurotransmisores GABA y serotonina (Glass et al., 1997; Eggan et
al., 2008; Ashton et al., 2011).

Se ha buscado, por consiguiente, relacionar diferencias en la expresién de los
componentes del sistema endocannabinoide con sintomas del espectro bipolar
(Koethe et al., 2007), aunque no se han obtenido resultados concluyentes. En este
sentido, los estudios de pacientes con trastorno bipolar que ademas presentan
consumo, han podido comprobar que los episodios de mania estarian exacerbados
por el consumo de cannabis, por lo que se teoriza que un tono endocannabinoide
elevado por causas endbégenas podria producir por si mismo este tipo de episodios
(Agrawal et al., 2011). Por otra parte, la baja actividad de los receptores CB1 podria
contribuir a generar depresion, lo cual ha sido descrito también para el trastorno

unipolar o depresion mayor. Sin embargo, los resultados no han sido replicados.

Por otra parte, en los estudios de asociacion genética se encuentran distintos
polimorfismos dentro de los genes CNR1, CNR2 y FAAH asociados con el trastorno
bipolar (Monteleone et al., 2010; Minocci et al., 2011) y polimorfismos del gen CNR1
con la respuesta al tratamiento con antidepresivos (Domschke et al., 2008). Esto
indicaria una implicacién directa de la actividad y de la pérdida del equilibrio

endocannabinoide en esta patologia.
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3.2.5.3. PATOLOGIA DUAL.

El papel del sistema cannabinoide enddgeno en el trastorno por uso de

sustancias y en la patologia dual es complejo y presenta diferentes niveles.
Inicialmente, cabe destacar que el sistema endocannabinoide esta relacionado
con los TUS de un modo general y no solo con el consumo de cannabis. De este modo
se han detectado alteraciones en los niveles de endocannabinoides en el consumo de
sustancias como el alcohol, la nicotina, la cocaina o los derivados opioides (Justinova
et al., 2009). A su vez, los niveles de endocannabinoides modularian la transmision
dopaminérgica en los sistemas de recompensa cerebrales vinculados con las

conductas de consumo (Lupica & Riegel, 2005).

La investigacion genética ha aportado conjuntamente evidencias de la relacion
del sistema endocannabinoide con el consumo de multiples sustancias de abuso. Asi,
por ejemplo, se han encontrado polimorfismos dentro de los genes CNR1 (Zhang et
al., 2004; Chen et al., 2008; Clarke et al., 2013) y FAAH (Flanagan et al 2006; Tyndale
et al., 2007; Schacht et al., 2009) asociados al riesgo de presentar consumo. Incluso,
aparecen polimorfismos en los cuales cada uno de los alelos es de riesgo para
sustancias distintas (Tyndale et al., 2007). Esto indica que cada genotipo tiene en si
mismo diferentes vulnerabilidades y a la vez resistencias, y pone de manifiesto el
papel que juega el sistema endocannabinoide en el procesamiento neurolégico de los

refuerzos asociados al consumo, ya sea de cannabis o de otras sustancias.

Como se ha referido en apartados anteriores, existe una elevada prevalencia
de TUS en las poblaciones de pacientes con esquizofrenia y trastorno bipolar. Esta
evidencia epidemiolégica de un estado comorbido caracterizado por un trastorno
psiquiatrico y un trastorno por uso de sustancias ha tenido diferentes explicaciones
agrupadas en tres modelos fundamentales (Mueser et al., 1998). Cada teoria esta
apoyada por determinados resultados experimentales, pero existen también
evidencias contradictorias ademas de hallazgos que pueden ajustarse a uno u otro
modelo en funcion de su interpretacion. En cualquier caso, dada la vinculacién de los
mismos genes, asi como de las proteinas codificadas por estos, tanto en el desarrollo
de TUS como de esquizofrenia y trastorno bipolar, se hace patente que existen
mecanismos biolégicos compartidos, si bien la relacion entre ellos no esta por
completo esclarecida (van der Stelt & Di Marzo, 2003; Ujike & Morita 2004).
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3.3. SISTEMA GLUTAMATERGICO.

El glutamato es considerado como el principal y mas abundante
neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso (Niciu et al., 2012), estimandose que
en torno a dos tercios de las neuronas del cerebro son glutamatérgicas (Francis,
2003). Las proyecciones axonales de estas neuronas se extienden por multiples areas
del encéfalo y de la médula, asi como por el sistema nervioso periférico, en complejos

circuitos de regulacion.

3.3.1. SINTESIS E INACTIVACION DEL GLUTAMATO.

El glutamato es un aminoacido no esencial que forma parte de las proteinas.

Se trata, ademas, de un intermediario fundamental en las rutas metabdlicas de
aminacién y desaminacion comunes a todas las células.

En el caso del sistema nervioso, el precursor mas importante es la glucosa
sanguinea (Shen et al., 1999), que es captada y convertida a lactato por los astrocitos,
exportandolo posteriormente al espacio extracelular, de donde es captado por las
neuronas. A partir de él, mediante sucesivas reacciones, se obtiene el a-cetoglutarato,
que por una reaccién de transaminacion catalizada por diferentes transaminasas se

convierte en glutamato (Broman et al., 2000).
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Figura 10. Estructura del glutamato.

La inactivacion se realiza por la accién de la enzima glutamina sintetasa
mediante adicién de un grupo amino a la molécula. Existe también una segunda via de
eliminacion de glutamato, en este caso a través de la reaccion catalizada por la
enzima glutamato deshidrogenasa, la cual recupera el a-cetoglutarato (Erecinska &
Silver, 1990).

Algunas neuronas presentan, ademas, la enzima glutaminasa localizada en la
membrana mitocondrial interna, lo que permite a su vez la conversién de glutamina en
glutamato. La retirada del glutamato del espacio sinaptico puede realizarse tanto por

los astrocitos como por la neuronas mediante trasportadores dependientes de Na®*. Se
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han descrito 5 trasportadores (O’Shea, 2002; Niciu et al., 2012): EAAT1 (de expresién
en neocoértex y cerebelo exclusivamente en astrocitos), EAAT2 (aparece
mayoritariamente en astrocitos del prosencéfalo pero puede detectarse en neuronas),
EAAT3 (de expresion en neuronas presinapticas GABAérgicas), EAAT4 (en dendritas

de células de Purkinje) y EAATS5 (transportador especifico de retina).

3.3.2. RECEPTORES GLUTAMATERGICOS.

3.3.2.1. RECEPTORES IONOTROPICOS.

Son receptores que forman un canal ibnico por el que circulan cationes cuando

son activados por el neurotransmisor, estando generalmente localizados en la
membrana de la neurona postsinaptica. De este modo, se produce la entrada de calcio
y sodio y la salida de potasio, transmitiendo el potencial excitatorio (Madden, 2002).
Son, por lo tanto, los responsables de los efectos de despolarizacion, transmision del
impulso y de la respuesta rapida de la sinapsis.

Existen tres tipos de receptores que se designan en funcién de la molécula

(agonista sintético) que presenta capacidad de union a ellos (Bergles et al., 1999).

-Receptores de N-metil-D-Aspartato (NMDA).

Presentan localizacién pre y postsinaptica aunque son de presencia mayoritaria
en la segunda. En la localizacién presinaptica tendrian una funcién de retroinhibicion
(Clarke & Collingridge, 1996). Este tipo de receptor es estimulado por glutamato y
NMDA, pero se pueden unir también el quisqualato y el aspartato, que lo activan en
menor medida. Poseen lugares de unién a moléculas que cumplen una accién
moduladora, entre las cuales se encuentran la ketamina (Krystal et al. 1994) y la
fenciclidina (Javitt, 2007).

El receptor se conforma como un gran complejo proteico a partir de la
asociacion 4 o 5 subunidades NR en una estructura heteromérica (Seeburg et al.,
1995). La combinacion implica al menos 1 de las 8 isoformas de NR1 que se combina
con cualquiera de las de subtipo NR2A a NR2D. En funcidon de las posibles
combinaciones que pueden establecerse, el receptor tendra unas propiedades
diferentes tanto en su afinidad como en su capacidad de respuesta. También ha sido
descrita la subunidad NR3A, cuyo estudio en esquizofrenia indica que posee un papel
fundamental en las etapas del neurodesarrollo del cortex prefrontal, tanto en la infancia
como en las etapas prenatales (Henson et al., 2008). Existe, también, una subunidad

NR3B de expresion en el hipocampo (Bendel et al., 2005).
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-Receptores de Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA).

Son los responsables de la respuesta rapida de la neurona postsinptica por
unién de glutamato (Palmer et al., 2005), aunque estos receptores también presentan
afinidad por AMPA, kainato y quisqualato. Estdan formados por subunidades que
pueden ser de cuatro tipos y que estan codificadas por los genes GLUR1 a GLUR4. La
estructura final conforma un receptor heterologomérico que, ademas de los sitios de
unién para el neurotransmisor, presenta un sitio de unién con capacidad moduladora al
cual se unen las benzodiacepinas. Aunque son los responsables de la aparicion rapida
del potencial postsinéptico, también estan implicados en la potenciacion a largo plazo
(Holtmaat et al., 2006), pues se ha encontrado que estan regulando, en el hipocampo,

los mecanismos moleculares de memoria (Whitlock et al., 2006).

-Receptores de Kainato.

Estan formados por subunidades de dos familias de genes diferentes. Por un
lado las subunidades codificadas por los genes GLUR5, GLUR6 y GLURY7, las cuales
serian las subunidades que forman propiamente el canal. La segunda familia esta
compuesta por los genes KA1 y KA2, aunque no se conoce completamente su funcion,
pues en ocasiones forman receptores virtualmente inactivos (Alt et al., 2004; Niciu et
al., 2012). No obstante, parecen actuar como modificadores de las propiedades
dindmicas y cinéticas de la localizacién en la que se encuentran, tanto presinaptica
como postsindptica, por lo que el complejo tetramérico que configuran tendria un papel
modulador en la liberacion del neurotransmisor (Smart & Paoletti, 2012). En cuanto a
los ligandos que se unen a estos receptores, presentan afinidad por kainato y
glutamato, pero también por AMPA y NMDA, aungue por estas dos Ultimas la afinidad

es mucho menor.

3.3.2.2. RECEPTORES METABOTROPICOS.

Los receptores metabotrépicos del glutamato son receptores acoplados a

proteina G, ya sea de tipo activadora o inhibidora (Willard & Koochekpour, 2013). Se
han descrito ocho subtipos agrupados en 3 grupos. Estructuralmente, presentan
similitudes con otros receptores metabotrépicos, es decir, poseen 7 dominios
transmembrana (Nakanishi, 1994). Su activacion implica cambios moleculares
prolongados que requieren variaciones en la expresion génica. Por ello, en su
conjunto, son los responsables principales de la potenciacion a largo plazo (LTP) y por
tanto en el establecimiento de los esquemas de memoria y de aprendizaje (Conn &

Pin, 1997). De modo general, su ubicacién presinaptica los presenta como receptores
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con capacidad de regulacion de la sinapsis al establecerse una sefalizacién
retrograda (Gereau & Conn, 1995).

-Grupo |I.
Esta integrado por los receptores mGIuR1 y mGIuR5. Se unen a proteina G

activadora actuando sobre PL-C, PK-C y sobre los canales de calcio del reticulo
endoplasmatico. Los receptores de este grupo se localizan tanto presinapticamente
(Hubert et al., 2001) como postsingpticamente (Mateos et al., 2000). En ambos casos
su localizacion es perisindptica, es decir, quedan en la periferia de la conexion.
Regulan a los receptores de NMDA y AMPA, modulando consecuentemente la
excitabilidad de la neurona (Rosenbrock et al., 2010).

-Grupo |l.
Esta formado por los receptores mGIuR2 y mGIuR3. Tienen alta afinidad por el

glutamato (Schoepp et al., 1999) y realizan su funcioén a través de su unién a proteina
Gi 0 G, por lo que la unién del ligando al receptor conlleva la inhibicion de la
adenilatociclasa y la activacién de canales de K* (Conn & Pin, 1997). La distribucion
en la sinapsis es similar a la del grupo I, de modo que pueden situarse
presinapticamente y postsinapticamente, pero siempre en la region periférica. Pueden
localizarse ademas en células gliales (Petralia et al., 1996). Se estima, por lo tanto,

que estos receptores poseen una funcién eminentemente inhibidora.

-Grupo lIl.
El tercer grupo de receptores metabotrépicos es el mas amplio, estando

formado por los receptores mGIluR4, mGIuR5, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8. Estos
receptores estan asociados a proteina G inhibidora, por lo que consecuentemente su
activacion esta vinculada con el descenso de AMPc. En la sinapsis actian como
autorreceptores presinapticos (Conn & Pin, 1997) y por tanto poseen una funcion
moduladora sobre la liberacion del glutamato. Por su parte, mGIuR6 estad ademas
vinculado a GMPc fosfodiesterasa. Su respuesta va a mediar cambios plasticos en la
neurona que generalmente implican expresion génica, asi por ejemplo, la activacion de
mGIuR5 produce modificacién local en las dendritas sobre la traduccion de ARNm de
diversos genes (Weiler & Greenough, 1993). A su vez, estos mecanismos formarian
parte de los cambios moleculares que suceden en la depresion a largo plazo (LTD) en

las neuronas.
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3.33. SISTEMA GLUTAMATERGICO EN LAS ENFERMEDADES
PSIQUIATRICAS.

El sistema glutamatérgico es uno de los mas importantes sistemas de

neurotransmisién en el cerebro, tanto por el elevado porcentaje de neuronas y vias
que forman parte de él como por las funciones en las que esta implicado. En
consonancia con ello, ha sido objeto de investigacion su relacién con las diferentes
enfermedades psiquiatricas, lo cual engloba tanto a la comprensién de los
mecanismos etiolégicos de las patologias referidas como al establecimiento de
posibles estrategias terapéuticas. Al igual que en los sistemas de neurotransmision
tratados anteriormente, las evidencias en las que se sustentan las hip6tesis iniciales
parten, en gran medida, de los estudios realizados en torno a los efectos producidos
sobre el sistema por el tratamiento con diferentes farmacos y por el consumo de

sustancias, ya sea éste agudo o cronico.

3.3.3.1. ESQUIZOFRENIA.
En cuanto a la esquizofrenia, la fenilciclohexilpiperidina (fenciclidina o PCP) se

caracteriza por sus propiedades psicotomiméticas y ha demostrado ser un antagonista
no competitivo de los receptores de NMDA (Javitt & Zukin, 1991). Ademas, es
destacable que el cuadro de sintomas propios que produce presenta un parecido
mucho mayor con las caracteristicas de la esquizofrenia que el que se genera a partir
otras sustancias como la cocaina o las anfetaminas, las cuales interaccionan con el
sistema dopaminérgico (Jentsch & Roth, 1999). Conjuntamente, se ha referido que los
agonistas que facilitan o estimulan la transmisién glutamatérgica pueden ser utilizados
como farmacos que mejoran los sintomas negativos, si bien no parecen tener un
efecto considerable sobre los positivos (Goff & Coyle, 2001).

No obstante, las evidencias obtenidas en torno a la vinculacion del sistema
glutamatérgico no excluyen ni refutan las teorias que se sustentan en la participacion
de otros sistemas, pues parte de estas evidencias relacionan la sefalizacion via
glutamato con otros sistemas de neurotransmision. Asi, por ejemplo, otro de los
antagonistas de los receptores de NMDA, el MK-801, al igual que la PCP, produce al
ser administrado con regularidad un aumento de la frecuencia de disparo de las
neuronas dopaminérgicas y un aumento del propio metabolismo de la dopamina en el
area tegmental ventral, demostrando asi que estos dos sistemas estan relacionados
(Murase et al., 1992). En concordancia con esto, también se ha encontrado que la
PCP y el MK-801 aumentaban la concentracion extracelular de dopamina en el nucleo

accumbens (Svensson et al., 1995; Mathé et al., 1999).
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Esta relacion entre los dos sistemas se pone igualmente de manifiesto en
experimentos realizados en los que se observa que la hiperactividad locomotora
inducida por antagonistas de receptores NMDA es inhibida por 6-hidroxidopamina o
por los neurolépticos antagonistas de dopamina (French et al., 1985; Leriche et al.,
2003). Para subrayar esta vinculacion puede observarse que el receptor de dopamina
D1 esta modulando la respuesta glutamatérgica. De este modo, se ha visto que los
agonistas de D1 aumentan la actividad de los receptores NMDA de glutamato (Chen et
al., 2004b). En el &rea tegmental ventral los receptores D1 no se sitian en las
neuronas dopaminérgicas sino que se encuentran en la membrana presinaptica de las
neuronas glutamatérgicas que provienen de la corteza prefrontal y del area tegmental
dorsolateral. El receptor D1 esta unido a proteina G activadora, de modo que la union
al ligando supone la produccion de AMPc (Cooper et al., 1996). En este caso, se ha
encontrado que la activaciéon de D1 produce fosforilaciones via PK-A que modulan la
actividad de los receptores de NMDA (Nishi et al., 2002). Han sido establecidas, de
este modo, vinculaciones entre diferentes sistemas de neurotransmision que
establecen relaciones bidireccionales y sinérgicas que podrian explicar distintas
patologias (McMillen et al., 2013). Por todo ello, puede establecerse que la hipétesis
glutamatérgica y dopaminérgica no serian excluyentes, sino que podrian ser
complementarias entre si. A lo expuesto puede afadirse que los receptores CB1 se
localizan presinapticamente en las neuronas glutamatérgicas, cumpliendo una funcién
de regulacion retrégrada, y que a su vez estan colocalizados con receptores D1 en la
via dopaminérgica nigroestriatal. En este sentido, se ha observado que los agonistas
del receptor CB1 inhiben la accién de los agonistas del receptor D1 (Meschler &
Howlett, 2001). Por lo tanto, existe una conexion entre los sistemas dopaminérgico,

endocannabinoide y glutamatérgico tanto directa como indirecta.

3.3.3.2. TRASTORNO BIPOLAR.

En lo referente al trastorno bipolar, se ha observado que los farmacos

inhibidores de la liberacion de glutamato eran efectivos en el tratamiento de la
patologia (Xie & Hagan, 1998; Bott & Raskind, 1999; Chengappa et al., 2001). En
consonancia a estas evidencias, se ha detectado un aumento del ARNm del gen
VGIUT1 (codificante para el transportador vesicular 1 de glutamato) que indica un
aumento de la transmisién glutamatérgica en el cértex cingulado anterior en pacientes
con trastorno bipolar. Este aumento era ademas caracteristico y diferencial con
respecto a los pacientes con esquizofrenia que formaban parte del estudio (Eastwood
& Harrison, 2010).
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Recientes hallazgos han descrito que en pacientes con trastorno bipolar
aparecen diferencias en la densidad postsinaptica (PSD) que correlaciona con las
manifestaciones clinicas. Estas diferencias en la densidad se deben a cambios en la
expresion de proteinas estructurales y funcionales. Entre ellas, se encuentran las
proteinas implicadas en la sefializacidon cruzada de segundos mensajeros entre las
vias dopaminérgicas y glutamatérgicas y, por lo tanto, sus alteraciones estarian
afectando a la plasticidad sinptica (Bartolomeis et al., 2014).

De modo similar, las técnicas basadas en espectroscopia de resonancia
magnética, que han permitido tomar medidas neuroquimicas in vivo, muestran la
existencia de alteraciones en el sistema glutamatérgico (Gigante et al., 2012) y en las
mitocondrias (Stork & Renshaw, 2005; Manji et al., 2012), ya sea de manera
independiente o relacionada (Kondo et al., 2014).

3.3.3.3. PATOLOGIA DUAL.
La implicacion del sistema glutamatérgico en las conductas de consumo de

sustancias ha sido observada, siendo muy numerosos los trabajos que muestran
evidencias al respecto (Cornish et al., 1999; Tzschentke & Schimdt, 2003; Uys &
Lalumiere, 2008; McMillen et al., 2013). Es importante destacar que esta relacién no
esta limitada a las sustancias que interaccionan directamente con elementos del
sistema glutamatérgico a nivel molecular, por el contrario, se encuentra que existe una
implicacion en el consumo de sustancias como la cocaina (Itzhak & Martin, 2000) o la
heroina (Wang et al., 2012). De este modo, se reincide en el planteamiento que estima
que este sistema podria presentar relaciones directas o indirectas (pero no obstante
cruciales) con otros sistemas, de manera que el conjunto formaria el sustrato biol6gico
subyacente a este tipo de trastornos, abriendo con ello posibles estrategias
terapéuticas (McClure et al., 2014).

En esta linea de investigacibn se ha evidenciado la utilidad de diversos
farmacos que interaccionan con la sefializacion glutamatérgica en el tratamiento de los
trastornos por uso de sustancias. Asi, por ejemplo, el topiramato, la lamotrigina y el
modafinilo han sido utilizados en el tratamiento de la adiccién a cocaina (Martinez-
Raga et al., 2009), siendo resefiable que los mismos medicamentos han demostrado
eficacia en el tratamiento de trastornos de tipo psicético o bipolar. Con ello, se pone
ademas de manifiesto la compleja red de interacciones que unen a los distintos
sistemas de neurotransmision con las patologias psiquiatricas y los trastornos por uso

de sustancias.
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4. ESTUDIOS GENETICOS EN ESQUIZOFRENIA Y TRASTORNO BIPOLAR.

Las actuales investigaciones genéticas sobre esquizofrenia y trastorno bipolar
se engloban, fundamentalmente, dentro del paradigma que postula la existencia de
factores genéticos que predisponen a padecer dichas enfermedades (Sawa & Snider,
2002). Estos factores genéticos son interpretados como elementos que incrementan el
riesgo de base presente en la poblacidon general, originando asi una vulnerabilidad
debida al genotipo pero no una determinacién de adquirir estas patologias, pues los
factores genéticos estarian en interaccién con factores ambientales de diferente
naturaleza (Caspi & Moffitt, 2006). Es en la interaccibn compleja entre los factores
genéticos y los ambientales donde se produciria la causa etioldgica de las
enfermedades psiquiatricas. De este modo, los factores de riesgo genético en
esquizofrenia y trastorno bipolar se valoran como un aumento en la probabilidad de
desarrollar la enfermedad en funcién del genotipo presente.

Considerados los diferentes cuadros clinicos como fenotipos a estudiar desde
la perspectiva genética, debe apreciarse que el fenotipo siempre es el resultado de
una interaccion entre el genotipo y el ambiente (Falconer & Mackay, 1996). La
expresion de los genes esta condicionada por la accion del entorno sobre el organismo
durante toda la vida del individuo, produciendo como consecuencia que las
caracteristicas observables no sean una correspondencia univoca del genotipo
(Dobzhansky, 1977); por el contrario, existe un rango fenotipico, que puede ser mas o
menos amplio, para cada genotipo posible. Dicho rango se denomina norma de
reaccion. A su vez, las normas de reaccién de los distintos genotipos pueden
solaparse, de modo que existirAdn caracteristicas y valores fenotipicos que puedan
deberse a diferentes genotipos. Por este motivo, resolver la causa genética de
determinadas patologias, o fenotipos, conforma una cuestion de resolucién compleja
que requiere de multiples aproximaciones metodolégicas (Chanock et al., 2007;
Porteous, 2008)

La primera evidencia de la existencia de un componente genético en la
esquizofrenia y el trastorno bipolar proviene de la variacion del riesgo de padecer la
enfermedad en funcién de que existan antecedentes familiares, es decir, en funcion
del parentesco que se posea respecto a un familiar diagnosticado positivamente
(Gottesman, 1991). La estimacion del riesgo puede realizarse determinando el
parentesco que presentan los diferentes individuos afectados dentro de una misma
familia, es decir, el riesgo es deducido a partir de la epidemiologia de ambos

sindromes mediante la concordancia de los casos.
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Gréfica 1. Representacion gréafica de los porcentajes de riesgo de padecer esquizofrenia frente al
parentesco respecto a un familiar ya diagnosticado. Los grados de parentesco equivalen a porcentajes de
similitud genética. (Gottesman, 1991).

En este sentido, para un diagnéstico de esquizofrenia, los hermanos gemelos
monocigoéticos (con un 100% de la variabilidad genética en comun) presentan una
concordancia del 46% al 50% (Cardno & Gottesman, 2000; Allan et al., 2009). Esta
concordancia, o riesgo, pasa a ser de aproximadamente un 11% para los familiares en
primer grado, correspondiendo a una carga de la variabilidad genética comun del 50
%. A continuacion se sitla el parentesco familiar en segundo grado, es decir, con un
25% de la variabilidad genética compartida, al cual corresponde un 4% de riesgo
promedio. Por dltimo, se sitla el riesgo de un 1% para la poblacion general en su
conjunto, cuya variabilidad y similitud serd la que caracterice a dicha poblacion
concreta, aunque puede aceptarse una estimacion de aproximadamente un 12,5%
(Gottesman, 1991; Cardno et al., 2002; Lichtenstein et al., 2009).

Por consiguiente, se aprecia que el riesgo va incrementandose segin aumenta
el grado de parentesco respecto a un paciente que haya presentado la enfermedad.
Sin embargo, este aumento del riesgo no es lineal sino que traza una curva que puede
aproximarse a una curva exponencial.

El porcentaje de gemelos monocigéticos discordantes (uno de ellos afectado
por la patologia y el otro no) puede tomarse como una aproximacion, aunque no una
medida directa, de la carga genética y ambiental dentro de la patologia. La relacién
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entre genes y ambiente se pone también de manifiesto en la incidencia de la
enfermedad en estudios realizados sobre la descendencia de este tipo de gemelos
(Gottesman & Bertelsen, 1989). En estos trabajos se observa que la incidencia de
esquizofrenia entre las descendencias de gemelos discordantes es la misma
independientemente del hermano del que se trate. Esto indica que la predisposicién
genética esta presente en ambos, manifestdndose solamente en uno de ellos. Estos
factores genéticos son heredados a su vez por las dos progenies con una distribucién
similar, de modo que en la segunda generacion la frecuencia de casos es la misma en
ambos grupos. Los estudios realizados con gemelos monocig6ticos que son
separados al nacer y educados en ambientes adoptivos confirman estos hallazgos. En
estos seguimientos se observa que el riesgo aparece con independencia de los
antecedentes de los padres adoptivos, tanto en el sentido positivo como negativo
(Gottesman & Shields, 1982).

La influencia del ambiente no so6lo puede valorarse en la comparacion de
gemelos, sino que el porcentaje de riesgo para la categoria de familiares en primer
grado aporta una informacion muy significativa (ver Grafica 1). En los resultados
ofrecidos por Gottesman (1991) se aprecian claras diferencias entre el tipo de
parentesco en primer grado y el porcentaje de riesgo atribuido, de modo que la
distribucion no es homogénea. Destaca, por ejemplo, el hecho de que los gemelos
dicigéticos (hermanos mellizos) poseen un mayor riesgo o porcentaje de concordancia
que los hermanos de distintos embarazos. El grado de similitud genética entre ambos
tipos de hermanos es el mismo, por lo que esta mayor concordancia de los mellizos
pone de manifiesto que la similitud ambiental durante su desarrollo, embrionario o
posnatal, es un factor importante en la aparicion de la patologia (Lewis & Levitt, 2002).

Los estudios equivalentes realizados en el trastorno bipolar ofrecen
conclusiones muy similares pero con valores superiores. De este modo, la
concordancia en gemelos monocigoticos es del 70 % y del 15% en mellizos o gemelos
dicigoticos, ya sea que se crien y eduquen juntos o separados (Allen, 1976; Bertelsen
et al., 1977). Sin embargo, existe gran discrepancia a este respecto, pues estudios
recientes estiman valores considerablemente inferiores, dando como resultado una
concordancia de entre un 38,5% y un 43% para gemelos monocigéticos, y de un 4,5%
a un 5,6% para gemelos dicigéticos (Kendler et al., 1995; McGuffin et al., 2003;
Kieseppa et al., 2004).

No obstante, pese a la informacién obtenida de estas investigaciones, no han
podido determinarse modelos de herencia definidos. Por consiguiente, aunque se

estiman valores de heredabilidad elevados, se concluye que ambas enfermedades no
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siguen un patron discernible que se ajuste a un modelo de herencia conocido, ya sea
un modelo mendeliano o de mendelismo complejo. Este es, en consecuencia, el
primer aspecto de los estudios genéticos en patologias psiquiatricas que ha causado
que sean englobados dentro de lo que se considera genética compleja (O’Donovan et
al., 2009).

La siguiente cuestion relevante que debe evaluarse es la elevada prevalencia
de estas enfermedades en la poblacién, la cual es mucho mayor que la de cualquier
enfermedad monogénica (Kessler et al., 2005; Messias et al., 2007).

Estos dos aspectos, la elevada prevalencia y el modelo de herencia complejo,
configuran conjuntamente la hipétesis principal sobre la que se sustentan los estudios
genéticos en esquizofrenia o trastorno bipolar (Porteous, 2008). Bajo estas premisas
se concluye que las variaciones genéticas que producen riesgo de padecer la
enfermedad son variedades comunes, ampliamente distribuidas en la poblacion, cuya
accion sobre el fenotipo implica mdltiples factores, ya sean estos ambientales o
consecuencia de las interacciones con otros genes. De este modo se explica que no
puedan seguirse patrones claramente discernibles de herencia pese a la evidencia de
una predisposicion genética. Asi pues, generalmente, los estudios genéticos sobre
esquizofrenia y trastorno bipolar se centran en polimorfismos genéticos de amplia
distribucion dentro de la poblacion (Lewis et al., 2003; Sawa & Snyder, 2002). El hecho
de que los alelos que predisponen al desarrollo de estas patologias sean variedades
comunes, ha llevado a plantearse bajo qué mecanismos evolutivos estos alelos han
alcanzado frecuencias tan elevadas en la poblacion y cuales son los factores que
compensan la fuerte presion selectiva (Keller & Miller, 2006; Crow, 2006), hasta el
punto de que esta persistencia de los alelos de riesgo ha sido definida como “la
paradoja central de la genética de la esquizofrenia” (Doi et al., 2009).

No obstante, el planteamiento de variaciones genéticas comunes no excluye la
existencia de mutaciones con un peso determinante en estas patologias, pues algunas
ya han sido descritas dentro del espectro psicético. Una de las mas importantes es la
translocacion balanceada del gen DISC1 (disrupted in schizophrenia 1). En esta
mutacion, descubierta en una familia escocesa (Millar et al., 2000), ha podido
determinarse no solo la existencia de una mutacion vinculada al desarrollo de
esquizofrenia, sino que ha quedado constatado que en la misma familia aparecen
diversos sindromes psiquiatricos ligados a los portadores de la translocacion
(Blackwood et al., 2001), entre ellos el trastorno bipolar. Esto ha supuesto un respaldo

a resultados anteriores que ya marcaban el solapamiento genético existente entre
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estos sindromes y esta en consonancia con estudios mas recientes (Lichtenstein et al.,
2009).
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Figura 11. Arbol genealdgico en el que se describe por primera vez la translocacion del gen

DISCL1 ligada a la aparicion de esquizofrenia y de otros trastornos psiquiatricos (Blackwood et al., 2001).

Los hallazgos en las investigaciones sobre el gen DISC1 demuestran dos
hechos importantes, primero, que pueden existir mutaciones individuales que causen
patologia psiquiatrica y, segundo, que desde un punto de vista genético la
esquizofrenia, el trastorno bipolar o los trastornos por uso de sustancias, pueden estar
relacionados de forma similar a lo que ocurre en la mutacion de este gen (Millar et al.,
2007; Kamiya et al., 2005). Podrian existir, consecuentemente, otras mutaciones en la
poblacion que produjeran patologias psiquiatricas en un determinado numero de
casos. Estas mutaciones producirian fenotipos equivalentes, es decir, serian
fenocopias. La hipotesis de las fenocopias supone que diferentes genotipos en
distintos genes, o conjuntos de genes, pueden producir el mismo fenotipo o fenotipos
clinicamente similares, lo cual puede expresarse también como un solapamiento de
las normas de reaccion de los distintos genotipos. Asi pues, cada genotipo de riesgo
ofreceria la explicacién a un niumero determinado de casos pero no seria extensible a
toda la poblacion de pacientes.

Existen, ademas, investigaciones que han puesto de manifiesto una posibilidad

gue podria considerarse intermedia entre las dos anteriores. Estas investigaciones son
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aguellas que han encontrado una importante influencia para el desarrollo de las
patologias psiquiatricas de los denominados alelos raros (Cirulli & Goldstein, 2010).
Estos alelos o variedades raras son considerados como variaciones de un gen que, si
bien no llegan a considerarse mutaciones como tales, presentan una frecuencia en la
poblacion muy baja. A su vez, el peso sobre el desarrollo de la enfermedad parece ser
mayor que el de los polimorfismos comunes pero menor que el de las mutaciones. A
este respecto, han sido especialmente descritas las variaciones en el numero de
copias (CNVs), es decir, variaciones en la repeticion de una determinada secuencia
que son generadas por deleciones o duplicaciones superiores a 1 Kb (kilobase). Este
tipo de polimorfismo presenta una gran diversidad entre individuos (O’Donovan et al.,
2009; Kirov et al. 2009; Xu et al.,, 2008). Ejemplos de estos hallazgos son las
variaciones encontradas en los genes CHNRA7 (Kirov et al., 2009), NRXN1 (Rujescu
et al., 2009; Sudhof, 2008) y NXPH2 (Kirov et al. 2009) entre otros. Es destacable que
estos resultados ofrecen, ademas, un claro solapamiento de los genes vinculados
entre la esquizofrenia y el trastorno bipolar (Craddock et al., 2009), pero también con
patologias del espectro autista (Wang et al., 2009; Sebat et al., 2009; Glessner et al.,
2009), abriendo con ello, ain mas, la discusion sobre los limites moleculares que
diferencian cada una de las enfermedades.

Todos los descubrimientos conforman, en cualquier caso, un paradigma
conceptual sobre la herencia de la esquizofrenia y del trastorno bipolar en el cual
pueden y deben compatibilizarse modelos monogénicos, oligogénicos y poligénicos,
postulandose que en la poblacién clinica va a existir una mezcla de las diversas
situaciones posibles (O’'Donovan et al., 2009; Craddock et al., 2009; Porteus, 2008;
Risch, 1990).

La accion de cada uno de los multiples loci dentro de todo el genoma
configuraria un sumatorio (Tsutsumi et al., 2011) que daria como resultado el riesgo
general de padecer la enfermedad (siempre en funcién de las interacciones con el
ambiente), existiendo loci de bajo peso especifico y loci altamente determinantes. El
estudio de esta situacion, en la cual aparecen simultaneamente genes y polimorfismos
de elevada influencia junto a otros de influencia menor, se ve ampliamente
desarrollado en la investigacion de los caracteres cuantitativos y los loci implicados en
ellos, denominados QTLs, de sus siglas en inglés (quantitative trait loci). En las
enfermedades de tipo psiquiatrico puede aplicarse esta metodologia cuando un
fenotipo es claramente cuantificable y, por tanto, cuando puede establecerse una
escala: como pueden ser las puntuaciones obtenidas en test de memoria espacial o de

trabajo siguiendo diferentes modelos neurocognitivos (Lien et al., 2010; Xiang et al.,
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2012; de Jong et al., 2013). Mediante esta metodologia se valora, por lo tanto, el peso
0 magnitud de la influencia que tiene un locus definido para una determinada
caracteristica fenotipica.

En consecuencia a todo lo expuesto, las diversas hipétesis propuestas para
interpretar la complejidad genética en esquizofrenia y trastorno bipolar implican una
aproximacion metodoldgica que abarca un espectro amplio de posibilidades. Uno de
los argumentos que sostiene y reincide en la necesidad de esta perspectiva es el
elevado numero de genes que han dado un resultado de asociacion positiva. En este
sentido, cabe mencionar la base de datos denominada SZGene (Allen et al., 2008) que
recopila los genes y polimorfismos que han ofrecido un resultado positivo por alguna
de las metodologias existentes. Esta base de datos puede consultarse online y
actualmente documenta 1008 genes, dentro de los cuales se han analizado 8788
polimorfismos. Todos ellos en algin momento han ofrecido al menos un hallazgo
positivo. Para una estimacion de 20.687 genes codificantes en el ser humano (The
ENCODE Project Consortium, 2012), esto supondria una implicacion de un 4,87 % de
los genes en el desarrollo de la esquizofrenia. Sin embargo, del mismo modo, todos
los polimorfismos investigados ofrecen multiples estudios con resultados negativos.

Se presenta asi la segunda de las grandes dificultades en las investigaciones
genéticas sobre esquizofrenia y trastorno bipolar: el problema de la reproducibilidad de
los resultados entre diferentes trabajos. Esto significa que a menudo los hallazgos
positivos de asociacion entre un polimorfismo y la enfermedad no son reproducidos
por grupos de investigacion diferentes. Es por ello que, en general, se considera que
existe una baja consistencia en los resultados obtenidos (Colhoun et al.,, 2003;
Sullivan, 2007). Ademas, no solo se pone de manifiesto que no siempre se reproducen
los resultados de asociacién de una patologia con determinados alelos, sino que se
observa que en funcién del estudio consultado incluso pueden aparecer asociados
alelos opuestos. Este fenémeno ha sido denominado efecto flip-flop (Lin et al., 2007) y
se han planteado diferentes hip6tesis al respecto. Entre ellas se encuentra la
consideracién del diferente background genético, el cual podria ser determinante.
Debe considerarse que la implicacion biolégica de un alelo puede estar en funcién de
los alelos presentes en otros genes, dado que pueden establecerse relaciones de tipo
epistasia entre los diferentes loci (Griffiths et al., 2000). De este modo, el valor de
eficacia biologica de un alelo concreto no es constante (Dobzhansky, 1977). Por
consiguiente, puede suceder que la contribucion al riesgo general para desarrollar una
patologia concreta dependa de los alelos en otros loci diferentes, de posibles efectos

pleoitrépicos sobre el fenotipo y de factores ambientales, hasta el extremo de que
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cambie de signo su contribucién, es decir, que un alelo de riesgo en una poblacion
determinada resulte protector en una poblacién diferente.

En sintesis, la contribucién de un alelo a la patologia est4 en funcion de los
alelos presentes en otros genes o en otras regiones del mismo gen, valorados en su
conjunto como background genético, especialmente cuando son alelos compartidos
entre los diferentes miembros de una regidn geografica o de una etnia concreta. Esto
cobra especial interés cuando se comparan resultados a nivel internacional, pues
pueden generarse resultados incongruentes y contradictorios, tal y como ha sido
sefalado por algunos autores (Tsutsumi et al., 2011).

4.1. ESTUDIOS DE ASOCIACION.

La metodologia tradicional de los estudios de asociacion se basa en la eleccién
de genes candidato. Para la eleccion de dichos genes se parte de una hipétesis
previa, por la cual se estima que los genes implicados seran aquellos que codifican
para las proteinas presentes en las rutas y vias que estan afectadas en la etiologia de
la enfermedad estudiada (Elston, 2009).

En el planteamiento basico se establecen dos poblaciones diferentes, la
poblacion control y la poblacion de pacientes, en la cuales se determinan las
frecuencias alélicas y genotipicas para cada uno de los polimorfismos elegidos. La
desviacion de la distribucion de frecuencias en la poblacion de pacientes con respecto
a la de controles permite establecer el valor bioldgico del alelo o del genotipo a
estudio, interpretandose como de riesgo o protector segun la frecuencia esté
aumentada o disminuida (Laird & Lange, 2011).

Del mismo modo que para la eleccién de los genes candidato, la eleccién de
los polimorfismos se realiza teniendo en cuenta su papel dentro del gen. Aunque
suelen elegirse preferentemente polimorfismos funcionales, no siempre esto es
posible, dado que a menudo cobra prioridad que los diferentes alelos del polimorfismo
estén ampliamente distribuidos en la poblacién (Elston, 2009). Se tiende a excluir, por
lo tanto, aquellos polimorfismos que tengan uno de sus alelos en una frecuencia muy
baja, dado que la aparicion de un pequefio numero en una de las dos poblaciones,
pero no en la otra, aumenta la probabilidad de asociaciones espurias. No obstante,
cualquier polimorfismo permite establecer con una probabilidad elevada las
frecuencias alélicas de los polimorfismos en los loci adyacentes si se posee
informacion del bloque de ligamiento del cual forma parte. Estos bloques se generan

debido a que las posiciones préximas dentro del mapa fisico del cromosoma tienden a
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heredarse en combinaciones concretas de alelos, dada la baja probabilidad de que se
produzca una recombinacién entre las posiciones intermedias. Estas combinaciones
alélicas que establecen una combinaciéon que se hereda en bloque se denominan
haplotipos y amplian la informacion que se obtiene del andlisis de las frecuencias de
un uanico polimorfismo (Neale, 2008). Por ello, en los estudios de asociacién no se
utilizan dnicamente polimorfismos funcionales, sino que también se utilizan
polimorfismos sinénimos o polimorfismos que estan localizados en intrones, siempre
gue el alelo menos frecuente presente una distribucién suficientemente amplia en la

poblacion.
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Figura 12. Bloques de ligamiento. Gen COMT. Polimorfismo 8: rs4680. Imagen obtenida desde
el software Haploview 4.2.

En este sentido han aparecido plataformas como HapMap (International
HapMap Consortium, 2003), en las cuales puede consultarse la informacién asociada

a los bloques de ligamiento de las regiones cromosémicas que estén implicadas en el

62



Introduccion.

estudio a realizar. Estos haplotipos son caracteristicos de cada poblacion y se
encuentran multiples diferencias tanto en la presencia 0 ausencia como en la
distribucion de frecuencias. No obstante, existen hallazgos que han demostrado que
algunos polimorfismos sin6nimos o de regiones intrénicas si podrian tener una
consecuencia funcional (Hotamisligil & Breakefield, 1991; Hunt et al., 2009; Kimchi-
Sarfaty et al., 2007). Por consiguiente, aunque la hipoétesis inicial cuando aparece
asociacion de un polimorfismo no funcional con un fenotipo es que dicho locus esta
vinculado por desequilibrio de ligamiento a polimorfismos funcionales, la hipétesis de
un valor biolégico en si mismo no debe ser totalmente descartada.

La metodologia de estudios de asociacién por genes candidatos ha sido
ampliamente utilizada, sin embargo, también ha demostrado tener importantes
limitaciones. La potencia de los resultados esta directamente relacionada con el
namero de individuos en las poblaciones reclutadas (Slager & Schaid, 2001): cuanto
menor sea el efecto que produce el gen sobre el fenotipo, mas numerosas tendran que
ser las poblaciones para poder detectar estadisticamente dicho efecto y compensar la
posibilidad de que aparezcan falsos negativos.

Dentro de esta metodologia también existe la variante “case-only” (solo casos)
(Khoury & Flanders, 1996). En dicha estrategia se comparan sélo poblaciones de
pacientes en las que se establecen diferentes categorias o subgrupos en funcién de la
presencia de un sintoma o endofenotipo, el cual estratifica 0 segrega claramente dos
tipologias clinicas diferentes. Por lo tanto, en este caso, el polimorfismo y el gen
estaran marcando ya no una influencia en la aparicién de la enfermedad, sino la
aparicion de un endofenotipo que segrega con claridad a la poblacién de pacientes en
dos grupos diferenciados. Ejemplo de ello seria establecer grupos por el tipo de

consumo o en funcién de la edad de inicio de la patologia.

4.2. GENOME WIDE ASSOCIATION STUDY (GWAS).

La metodologia GWAS (Genome Wide Association Study) es una ampliacion
de la metodologia de los estudios de asociacion (Hirschhorn & Daly, 2005). La
diferencia fundamental con el planteamiento clasico reside en el hecho de que en los
GWAS no se parte de una hip6tesis previa ni de una seleccion de regiones de interés.
En este caso, se distribuyen marcadores a lo largo de todo el genoma, llegando a
utilizar varios cientos o miles de ellos, por lo que cada cromosoma queda cubierto en

multiples puntos, cubriéndose asi todos los bloques de ligamiento, o al menos un
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porcentaje muy elevado de ellos, por lo cual la potencia experimental es muy alta
(Barrett & Cardon, 2006).

El elevado numero de polimorfismos que se analizan en este tipo de estudios,
que ademas suelen realizarse con poblaciones amplias, ofrece unos valores de
significacion muy altos (Dudbridge & Gusnanto, 2008). Inicialmente, cuando esta
metodologia empez6 a utilizarse, habia grandes expectativas puestas en ella, dado
que parecia resolver el problema de la reproducibilidad de los estudios de asociacion
en esquizofrenia y trastorno bipolar (Lencz et al., 2007; Sullivan et al., 2007; Sklar et
al.,, 2008; Baum et al., 2008). Sin embargo, los estudios basados en GWAS
demuestran poseer las mismas caracteristicas que los estudios tradicionales de
asociacion en esquizofrenia y trastorno bipolar, dado que se siguen obteniendo
resultados diferentes e incluso contradictorios. Por lo tanto, el problema de la
consistencia de los resultados permanece, posiblemente porque sigue existiendo la
necesidad de interpretar el valor del diferente background genético y la comprension
de las epistasias que aparecen entre los diferentes loci (Andreasen et al., 2012).

Por tanto, ambas metodologias resultan complementarias, siendo conveniente
la confirmacién de las regiones de interés o marcadores sefialados por los estudios de

GWAs mediante estudios de asociacion.

4.3. ESTUDIOS DE LIGAMIENTO.

El andlisis de ligamiento se basa en el estudio de familias en las que aparecen
individuos afectados (Neale, 2008). Esta metodologia ha sido la mas utilizada
tradicionalmente para determinar las regiones cromosémicas y los genes implicados
en enfermedades producidas por un Gnico gen o por un numero reducido de ellos, por
lo que la utilidad en esquizofrenia y trastorno bipolar estaria limitada. No obstante, se
han realizado trabajos en esta linea con resultados positivos, como ha sido el propio
hallazgo del gen DISC1 (Millar et al., 2000; Marx, 2007).

El trabajo implica poseer la mayor cantidad posible de individuos que abarquen
distintas generaciones dentro de una misma familia. A lo largo del genoma se van a
disponer una serie de marcadores que cubran los bloques de ligamiento dentro de los
cromosomas, buscando correlacionar la segregacion del fenotipo patolégico con uno
de los marcadores. Esta metodologia ofrece como limitacion principal el ndmero
efectivo de individuos que puede conseguirse dentro de una familia. Considerando,

ademas, que deben estar adecuadamente caracterizados para los rasgos de interés.
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Cromosoma Localizacién (Mb)
1p32.2-31.1 57.3-84.6
1p13.2-g23.3 1146 -162.1
2912.1-21.2 103.3-134.0
2¢g21.2-31.1 134.0 - 169.9
2033.3-36.3 206.3 - 228.3
3p14.1 - q13.32 71.6 -120.2
5031.3-35.1 141.8 - 167.7
5035.1-35.3 167.7 -180.4
6p21.31-12.1 33.9-56.6
8p22-12 15.7-32.7

Cuadro 1. Ejemplo de regiones localizadas por andlisis de ligamiento en esquizofrenia.

genet. phys. cytogen.

(cM) (Mb)

0 0q M — ARHGEF10
8p23.1 — MSRA

PCM1 NAT1 FGF20

822 _/ BINZ EGR3 PDLIM2 PEBP4 PIWIL2 PPP3CC
21,3 £ SLC18A1 SLC39A14 SORBSZ
50 4 254 8p21.2 — NEFM NEFL GNRH1
3p21.1 T~ DPYSLZ ADRAIA CHRNA2

TN PNOC FzD3

sp12 — NRG1 FGFR1
8p11.23 BN En
8p11.22

gpil.21 — AP3M2 CHRNB3 SFRP1 DKK4
Spil.l

gq11.1
8q11.21
8q11.22
8911.23
8q12.1 — BENK
§q12.2
§912.3
8q13.1
§q13.2
8q13.3
8q21.11
8921.12

1004 85— 8421.13

8q21.2
8921.3

8q22.1
$422.2
$922.3 — YWHAZ AZIN1
8423.1
8923.2
8923.3
892¢.11
§924.12
8424.13
§q24.21
— 1354 84924.22 — NDRG1
150 8924.23

5924.3

Figura 13. Mapas genético, fisico y citogenético. Cromosoma 8. Estudios genéticos en esquizofrenia. La
linea roja indica la regién vinculada por analisis de ligamiento. Los genes sefialados en amarillo son
aquellos que ofrecen resultados mas consistentes por estudios de asociacion. Fuente: Schizophrenia

Reserch Forum (www.szgene.org).
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Asimismo, estos trabajos pueden ofrecer datos poco esclarecedores cuando la
mutacién es de baja penetrancia (Griffiths et al., 2000). En estos casos, existen
individuos que portan la mutacién o el genotipo determinante para la patologia, pero
que no expresan el fenotipo, por lo que si el nimero de sujetos no es alto para
compensar dicha pérdida de informacién, pueden obtenerse resultados negativos.

En cualquier caso, aunque haya sido una de las primeras metodologias
utilizadas, sigue vigente y se utiliza, dado que la posibilidad de mutaciones adn no
descritas en la esquizofrenia y el trastorno bipolar sigue existiendo (Power et al.,
2013). Por consiguiente, es una metodologia valida para los casos en los que se
dispone de una muestra familiar amplia que presenta multiples miembros afectados en

ella.

4.4. ESTUDIO DE TRIOS: CASO-PROGENITORES (TCP).

El estudio por establecimiento de trios es una metodologia que integra el
planteamiento de los estudios de asociacion con el de los andlisis de ligamiento en
familias. Por un lado se basan en poblaciones amplias de pacientes, pero se utiliza
como unidad bésica el trio, compuesto por el paciente y la pareja parental
correspondiente (Schaid, 1999 y 2002).

Este tipo de estudio se realiza sobre los polimorfismos que ya han dado un
resultado positivo en los estudios de asociacion tradicionales, siendo actualmente
propuesta como metodologia para confirmar o corroborar las asociaciones entre los
alelos y la patologia. Este tipo de test crea lo que se denomina un pseudocontrol, que
seria un individuo no real, cuyo genotipo se construye a partir del alelo que cada uno
de los padres no ha transmitido al hijo. De este modo, a partir de la poblacion de
pacientes, con la informacion parental, se elabora una poblacién control.
Posteriormente se realiza una comparacion igual a la que se realiza en los estudios
tradicionales de asociacion (Falk & Rubinstein, 1987).

En los trios, los padres pueden o no estar afectados, por lo que se va a obtener
también la informacion que correlaciona los polimorfismos asociados con la
heredabilidad del fenotipo vinculado. Esto se consigue mediante el test de transmision
(TDT) en el cual los padres informativos son los de genotipo heterocigoto (Schaid,
1999b).

En general esta metodologia es muy util una vez que se han detectado

posibles asociaciones y se propone, por tanto, como una técnica complementaria.
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4.5. GENETICA DE POBLACIONES.

4.5.1. EL EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG.

Los estudios genéticos que implican el analisis de grupos poblacionales

amplios utilizan generalmente como valor referencial de control las frecuencias
genotipicas esperadas en un equilibrio Hardy-Weinberg.

La ley del equilibrio Hardy-Weinberg fue desarrollada a partir de los teoremas
demostrados por Godfrey Harold Hardy y por Wilhelm Weinberg de manera
independientemente en 1908, los cuales fueron derivados a su vez de las leyes de
Mendel. Esta ley de equilibrio es considerada como el nacimiento de la genética de
poblaciones o genética evolutiva (Dobzhansky, 1977). Fundamentalmente, el equilibrio
Hardy-Weinberg es un concepto tedrico que establece las condiciones necesarias que
deben existir para que en una poblacién la distribucion de frecuencias genotipicas y
alélicas se mantenga constante a lo largo de las sucesivas generaciones. Estas
condiciones para que el equilibrio Hardy-Weinberg aparezca son: que el tamafio de la
poblacion sea infinito o al menos lo suficientemente grande como para que los efectos
aleatorios 0 estocdsticos (deriva genética) no sean considerables y, ademas, que la
poblacion sea panmictica, es decir, que los cruzamientos sean aleatorios respecto al
locus considerado (Falconer & Mackay, 1996).

Asi pues, en una poblaciébn dada, cuando se determinan las frecuencias
genotipicas se obtienen a partir de ellas las frecuencias alélicas correspondientes en la
generacion de partida. Con el resultado de las frecuencias alélicas pueden calcularse
las frecuencias genotipicas en la siguiente generacién. Segun la ley de equilibrio, si
sobre esta poblacién no actia ninguno de los mecanismos evolutivos (mutacion,
migracién, seleccidon o deriva genética), las frecuencias calculadas se mantendran
constantes en el tiempo, es decir, seran frecuencias de equilibrio. Por lo tanto, para
una poblacién cualquiera, si no actian procesos evolutivos, las frecuencias alélicas y
genotipicas de equilibrio se alcanzan en una Unica generacion y permanecen
invariables. Las deducciones y consecuencias que se derivan de este teorema, o ley
inicial, sustentan gran parte de las aplicaciones que se realizan de ella en el estudio de
la genética de poblaciones (Crow, 1999).

En los estudios de asociacion en genética humana, la aplicacién del equilibrio
Hardy-Weinberg sobre la poblacién control comenzo6 a utilizarse para confirmar que se
estuvieran valorando correctamente los diferentes genotipos (Elston, 2009). Las
primeras técnicas de genotipado, como podian ser el analisis de polimorfismos

mediante técnicas basadas en enzimas de restriccion, podian fallar a la hora de
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determinar uno de los dos tipos de homocigotos. El célculo de las frecuencias de
equilibrio servia entonces para confirmar que la técnica utilizada no cometia un error
sistematico. Conjuntamente, podria suponerse que la poblacién control no estuviera
reclutada correctamente, con dos posibilidades principales: la primera, que la
poblacion esté sesgada por una caracteristica que esta relacionada con el gen o con el
polimorfismo estudiado y, la segunda, que exista consanguineidad entre los individuos
de la muestra.

Que las frecuencias observadas presenten diferencias con respecto a las
esperadas, en sentido estricto y una vez descartadas las posibilidades anteriores,
implica que alguna de las condiciones necesarias para el equilibrio no se produce o
que alguno de los mecanismos evolutivos esta actuando (Ayala, 1993).

4.5.2. DESVIACIONES DEL EQUILIBRIO.
Descartados los sesgos o posibles segregaciones poblacionales en el

reclutamiento de una muestra, los cuatro mecanismos evolutivos que producen un
cambio en las frecuencias alélicas y genotipicas son de cuatro tipos (Falconer &
Mackay, 1996).

-Mutacion.

Las mutaciones son los cambios producidos en la cadena de ADN y suponen el
origen de la variabilidad genética. Puede suceder que la frecuencia de uno de los
alelos estudiados esté aumentando o disminuyendo por una elevada tasa de mutacion.
Sin embargo, en las poblaciones humanas no es habitual encontrar tasas tan elevadas
que sean capaces de modificar de manera apreciable o significativa las frecuencias en
las muestras obtenidas. Aunque si se ha planteado que en las enfermedades
psiquiatricas podrian estar apareciendo mutaciones de novo en funcion, por ejemplo,

de una mayor edad de los padres (Crow, 2003).

-Migracion.

Las frecuencias alélicas y genotipicas presentan variaciones tanto étnicas
como regionales. Cuando se producen flujos genéticos de dos grupos con diferente
distribucion pueden encontrarse frecuencias en la muestra poblacional reclutada que
no se ajusten a las esperadas en el equilibrio. En poblaciones humanas esto puede
suceder y es por ello que en las investigaciones deben seleccionarse individuos del
mismo origen. A su vez, en los estudios genéticos de asociacion de polimorfismos con

una patologia, el grupo de control y de pacientes deben ser también homogéneos en
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su origen (Lander & Schork, 1994). Esto es necesario por dos causas fundamentales.
La primera de ellas supone que si dos poblaciones tienen distintas distribuciones de
frecuencias y en las dos muestras obtenidas (control y pacientes) existe diferente
porcentaje de mezcla poblacional, podrian aparecer asociaciones espurias. La
segunda implicaria al background genético, dado que las epistasias presentes entre
los loci podrian madificar la asociacion del polimorfismo tanto en sentido positivo como
negativo.

-Seleccion.

La seleccion como proceso modificador de las frecuencias génicas implica la
existencia de diferencias en la viabilidad y en la fecundidad de cada genotipo. De este
modo cada genotipo posee una potencialidad diferente para transmitirse a la siguiente
generacion, lo cual se denomina eficacia biol6gica, valor adaptativo o valor selectivo
(Falconer & MacKay, 1996). Cuando un genotipo esta sometido a una presion
selectiva, va a existir una diferencia entre la frecuencia observada y la esperada en el
equilibrio. Este factor es cuantificado a partir del valor de fitness, es decir, el valor que
indica en qué medida un genotipo es transmitido a la siguiente generacion.

-Deriva genética.

En el concepto de deriva genética se incluyen todos aquellos fenébmenos que
afectan a la transmisién de los alelos pero que no pueden cuantificarse o predecirse,
es decir, aquellos que son considerados aleatorios 0 en los que interviene el azar
(Dobzhansky, 1977). Los fen6menos estocasticos son especialmente importantes en
grupos poblacionales pequefos, asi como en especies con un nimero reducido en la
descendencia. La deriva genética produce, por ejemplo, que la frecuencia de un alelo

aumente o disminuya independientemente de su eficacia bioldgica.

4.5.3. CONFLICTO SEXUAL INTRALOCUS.

El conflicto sexual intralocus es un mecanismo evolutivo que implica que la

eficacia bioldgica, o valor selectivo, de un genotipo o de un alelo concreto esta definido
en funcién del sexo en el que se presenta (Parker, 1979; Partridge & Hurst, 1998). De
este modo, la ventaja de un alelo determinado en un locus definido es antagoénica
entre sexos, favoreciendo a uno mientras que produce una reduccion del fitness en el
otro (Rice, 1992; Bonduriansky & Chenoweth, 2009). Este tipo de mecanismo evolutivo
estd englobado dentro de los mecanismos de seleccidon equilibradora, es decir,
procesos por los cuales se mantienen en el acervo génico los diferentes alelos de un
gen. El hecho de que exista una ventaja adaptativa diferente para cada sexo, supone

gque cada sexo tiene un genotipo favorecido. Esto genera dos vectores selectivos
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diferentes y, por lo tanto, que las frecuencias entre ambos alelos alcance un
determinado equilibrio, manteniendo la variabilidad genética en la poblacion al
conservarse ambos. Este tipo de proceso ha sido ampliamente descrito en
poblaciones de diversas especies y ha comenzado mas recientemente a describirse
en poblaciones humanas contemporaneas (Byars et al., 2010; Stearns et al., 2010;
Stearns et al., 2012).

En su aplicacion al estudio de asociaciones genéticas con situaciones clinicas,
estos modelos podrian suponer el soporte que explicara la frecuencia con la que se
encuentran alelos de riesgo vinculados al género. Dadas las diferencias
epidemioldgicas que presentan las enfermedades psiquiatricas entre la poblacion
femenina y masculina, tanto en prevalencia como en gravedad y desarrollo (Leung &
Chue, 2000; Mendrek & Stip, 2011; Ochoa et al., 2001; Ramsey et al., 2013), seria
esperable encontrar este fendbmeno en genes vinculados a las patologias que no

obstante han ofrecido habitualmente resultados contradictorios.

5. GENES Y POLIMORFISMOS INCLUIDOS EN EL PRESENTE ESTUDIO.

5.1. COMT /rs4680.

El gen COMT (Gene ID: 1312; NCBI Reference Sequence: NG_011526.1
RefSeqGene) codifica para la enzima catecol-O-metiltransferasa (EC 2.1.1.6). Su
localizacién citogenética es 22g11.21 (regién gl11.21 del cromosoma 22) entre las
bases 19.941.740 y 19.969.975 (NC_000022.11, GRCh38 Primary Assembly). Fue
clonado por Lundstrom et al. (1991) y mapeado por Wingvist et al. (1991). Posee 6
exones y 2 variantes de procesamiento alternativo o splicing.

El polimorfismo rs4680 perteneciente al gen COMT es del tipo "variacion de un
anico nucleétido”, es decir, polimorfismo de tipo SNV (Single Nucleotide Variation),
también denominados SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Se localiza en la
posicion 19.951.271 del cromosoma 22 (segun referencia GRCh37.p10 Primary
Assembly). Dentro del gen, el polimorfismo se encuentra en la base 472 del ADNc
(NM_000754.3:c.472G>A), la cual equivale a la base 183 del exén 4. Esta posicion
puede presentar dos variantes o alelos. En el alelo ancestral la posicion est4 ocupada
por guanina (G), siendo el segundo alelo una sustitucion por alanina (A). La presencia
de una u otra equivale a un cambio de aminoécido, siendo por lo tanto un polimorfismo

con cambio de sentido (missense). El alelo G, es la primera base del triplete GTG,
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codificante para el aminoacido valina (Val), mientras que el alelo A forma el triplete
ATG que codifica para metionina (Met). Dado que el gen presenta procesamiento
alternativo, el aminoacido correspondiente al codén del ARNm se sitla en el residuo
108 o en el 158 de la proteina, correspondiendo a las formas, soluble (S-COMT) y
unida a membrana (MB-COMT), respectivamente. Este polimorfismo es, por la tanto,
de tipo funcional, estando tanto el alelo ancestral como el alelo alternativo en amplia

distribucion en casi todas las poblaciones en las que ha sido estudiado.

Figura 15. Gen COMT. Polimorfismo rs4680. Genotipo heterocigoto GA.

Ha podido contrastarse que existe una actividad enzimatica distinta en funcién
del alelo presente. De este modo, sobre la actividad basal, correspondiente al alelo
ancestral G (Val), se estima que la actividad del enzima para el alelo A (Met) esta
reducida en cuatro veces (Lotta et al., 1995; Lachman et al., 1996). Junto a esta
reduccion de la actividad se ha descrito un aumento de la degradacion de la proteina
también para el alelo A (Met), lo cual repercute de la misma manera en una menor
tasa de actividad. En coherencia con ello, los estudios in vitro han encontrado que
aquellas células que presentan el alelo de menor actividad en homocigosis tienen
menor capacidad para metabolizar monoaminas (Chen et al., 2004).

Es por todo ello que este polimorfismo ha sido ampliamente estudiado en
aguellas patologias en las cuales el metabolismo de la dopamina tiene una implicacion
relevante, como en la enfermedad de Parkinson (Klebe et al. 2013; Kiyohara et al.,

2011) o en la fibromialgia (Vargas-Alarcon et al., 2007). Asi, por ejemplo, en el estudio

71



Introduccion.

de Klebe et al. (2013) el polimorfismo se presenta como un modificador de la edad de
inicio en funcién del género. En cuanto a su papel en el desarrollo de los trastornos
psiquiatricos, como la esquizofrenia o el trastorno bipolar, el SNP rs4680 ha sido
investigado repetidamente desde que fuera descrito, sin embargo, su vinculacion no
esta establecida completamente y son frecuentes los resultados contradictorios al igual
gque los hallazgos que no se replican entre diferentes estudios (Williams et al., 2007,
Ira et al., 2013; Hoenicka et al., 2010; Costas et al., 2011 y 2011b).

5.2. MAO-A /rs6323.

El gen MAO-A (Gene ID: 4128; NCBI Reference Sequence: NG_008957
RefSeqGene) codifica para la enzima monoamino oxidasa A (EC 1.4.3.4). Esta
localizado citogenéticamente en Xpll.3, regién pll.3 del cromosoma X, entre las
bases 43.654.907 y 43.746.824 (NC_000023.11 GRCh38 Primary Assembly) con una
estructura de 15 exones en su secuencia, descrita por Grimsby et al. (1991). Fue
mapeado por Levy et al. (1989) y clonado por Hotamisligil & Breakefield (1991).

El polimorfismo de tipo SNP, rs6323 del gen MAO-A, esta localizado en la
posicion 43.591.036 del cromosoma X (segun referencia GRCh37.p10 Primary
Assembly). Dentro del gen, el polimorfismo se encuentra en la base 891 del ADNc
(NM_000240.3:¢.891G>T). Esta localizacion equivale a la base 98 del ex6n 8. El alelo
ancestral es timina (T), situada en la tercera posicion del triplete correspondiente,
siendo en este caso CGT, el cual codifica para arginina (Arg). La variacion es un
cambio por la base guanina (G), formando asi el codon CGG, que codifica también
para el aminoacido arginina (Arg). Por lo tanto, este polimorfismo es de tipo sin6nimo.
El ARNm del gen MAO-A presenta procesamiento alternativo, de modo que el codon
correspondiente se localiza en la posicion 164 o en la 297 de la proteina.

Pese a que el polimorfismo no supone un cambio de aminoéacido, ha sido
descrita una diferencia de actividad del enzima en funcion del alelo presente
(Hotamisligil & Breakefield, 1991). De este modo, segun los resultados obtenidos in

vitro, la forma derivada del alelo G seria mas activa.

Dado que este polimorfismo, en principio, no es funcional, se estima que debe
de estar en desequilibrio de ligamiento con otro polimorfismo, justificando con ello
dicho cambio en la actividad. Se han descrito polimorfismos contiguos en el exén 8
(rs150176511, rs138703731, rs61730725, rs144688481 y rs1799835) asi como una

mutacion que produce la aparicion de un codon de parada (rs72554632). No obstante,
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dichas frecuencias de aparicidon no se ajustan a las del polimorfismo rs6323, siendo
muy bajas en las poblaciones en las que se han encontrado.

En el caso del polimorfismo rs6323 se han referenciado diversos estudios que
encuentran asociacidon con multiples patologias, entre las que cabe destacar,
esquizofrenia (Sun et al., 2012), trastorno bipolar (Lin et al., 2008), depresién (Zhang
et al., 2010), trastorno por déficit de atencidén e hiperactividad (Das et al., 2011),
conductas agresivas y suicidas (Antypa et al., 2013) y resistencia a tratamientos
antidepresivos (Leuchter et al., 2009). Estas asociaciones hacen referencia tanto al

polimorfismo individual como a la presencia del mismo en determinados haplotipos.

ooV

Figura 16. Polimorfismo rs6323. Genotipo homocigoto GG.
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Figura 17. Polimorfismo rs6323. Genotipo heterocigoto TG.

Dado que este polimorfismo se localiza en el cromosoma X, los hombres
poseen una unica copia del gen (hemicigotos), mientras que las mujeres portan las

dos copias correspondientes a cada uno de los cromosomas del par 23.

5.3. MAO-B /rs1799836.

El gen MAO-B (Gene ID: 4129; NCBI Reference Sequence: NG_008723.1
RefSeqgGene) codifica para la enzima monoamino oxidasa B (EC 1.4.3.4), estando su
localizacién citogenética en la banda 11.3 del brazo corto del cromosoma X (Xp11.3),
entre las bases 43.766.610 y 43.882.475 (NC_000023.11 GRCh38 Primary Assembly)
contiguo al gen MAO-A. Posee una estructura de 15 exones determinada por Grimsby
et al. (1991). Fue clonado por Bach et al. (1988) y mapeado por Chen et al. (1992).
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El polimorfismo rs1799836, perteneciente al gen MAO B, es un polimorfismo de
tipo SNP. Esta situado en la posicion 43.627.999 del cromosoma X (segun referencia
GRCh37.p10 Primary Assembly). Dentro del gen, el polimorfismo se encuentra en la
base 1348 a 1336 del ADNc (NM_000898.4:¢.1348-36A>G) en funcién de la longitud
intrnica, la cual puede variar debido a polimorfismos de insercion o delecién. Su
localizacion, en consecuencia, lo sitla en el intron 13, a una distancia de 35 bases del
inicio del exén 14. Pueden darse dos alelos diferentes, el alelo ancestral alanina (A) y

el alelo alternativo guanina (G). Ambos estan distribuidos ampliamente en la poblacion.
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Figura 18. Gen MAO B. Polimorfismo rs1799836. Genotipo homocigoto AA.
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Figura 19. Gen MAO B. Polimorfismo rs1799836. Genotipo heterocigoto AG.

Este polimorfismo, al igual que el polimorfismo de MAO-A, al encontrarse en el
cromosoma X, implica que los hombres son hemicigotos para el gen.

El polimorfismo ha sido vinculado a la esquizofrenia por diversos estudios (Wei
et al., 2011; Camarena et al., 2012) pero también a otros trastornos relacionados con
el metabolismo de las monoaminas, entre los que se encuentran el trastorno por déficit
de atencién e hiperactividad (TDAH) (Li et al., 2008) o la enfermedad de Parkinson
(Gao et al., 2008).

5.4. FAAH / rs324420.

El gen FAAH (Gene ID: 2166; NCBI Reference Sequence: NG_012195.1
RefSegGene) codifica para la enzima amidohidrolasa de acidos grasos (EC 3.5.1.99).
Su localizacion citogenética es 1p33 (region p33 del cromosoma 1), entre las bases
46.394.267 y 46.413.848 (NC_000001.11 GRCh38 Primary Assembly). Posee 15
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exones en su estructura, la cual fue determinada por Wan et al. (1998), quienes
también mapearon el gen. Fue clonado por Giang & Cravatt (1997).

El polimorfismo rs324420 del gen FAAH es un polimorfismo de una sola base
(SNP) con dos posibles alelos, citosina (C) y adenina (A). Su posicidén corresponde a la
base 46.870.761 del cromosoma 1 (segun referencia GRCh37.p10 Primary Assembly).
Dentro del gen, el polimorfismo quedaria localizado en la base 385 del ADNc
(NM_001441.2:¢.385C>A). Esta posicion lo sitla en la base 76 del exdn 3, que es a su
vez la primera base del codon correspondiente al residuo 129 de la proteina. De este
modo, los dos tripletes posibles son CCA o ACA, codificantes para prolina (Pro) y
treonina (Thr) respectivamente. Se trata, por lo tanto, de un polimorfismo con cambio
de sentido (missense). La variante de la enzima con treonina (alelo A) en la cadena,
presenta una mayor sensibilidad a la degradacién proteolitica, lo que produce una
reduccion de la misma en la célula, aunque la actividad catalitica, es decir, la
capacidad de metabolizar AEA, es igual a la que posee la variante con prolina (alelo
C) (Sipe et al., 2002). La comparaciéon de la actividad enzimatica en su conjunto,
realizada en linfocitos T, estima que las células con genotipo AA tiene un 50% menos

de actividad que aquellas que poseen un genotipo CC (Chiang et al., 2004).

C G e T &6T 7T € G G € € ¢ ¢ G G C G & & e C T 6 €

Figura 21. Gen FAAH. Polimorfismo rs324420. Genotipo heterocigoto CA.

Ambos alelos son considerados normales y frecuentes, siendo su distribucién

diferente en distintas areas geograficas.
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El papel fundamental de la enzima FAAH en el metabolismo de los
endocannabinoides ha motivado que este gen, y en particular este polimorfismo
funcional, haya sido ampliamente estudiado en muy diferentes patologias. En este
sentido, se encuentra que han sido descritas asociaciones de los diferentes alelos a
patologias psiquiatricas como esquizofrenia y trastorno bipolar (Hillard et al., 2012), a
trastornos por uso de diversas sustancias (Tyndale et al., 2007; Schacht et al., 2009),
ademas de a patologias metabdlicas como la anorexia nerviosa (Mueller et al., 2008) o
la obesidad (Mueller et al., 2010), en consonancia al hecho de que FAAH es una

enzima fundamental en el metabolismo de los lipidos.

5.5. CNR1 / (AAT)Nn - rs137998297.

El gen CNR1 (Gene ID: 12668; NCBI Reference Sequence: NC_000006.12)
codifica para el receptor de cannabinoides de tipo | (NP_001153731.1). Esta localizado
en la regién citogenética 6ql5, entre las bases 88.139.864 y 88.166.688 (NCBI
Reference Sequence: NT_025741.16; NM_016083.4). Fue clonado por Gerard et al.
(1991) y mapeado por Modi & Bonner (1991).

El polimorfismo rs137998297, tradicionalmente denominado (AAT)n, es de tipo
microsatélite. Consiste en la repeticibn en tdndem del triplete de bases AAT, que
puede aparecer repetido entre 7 y 15 veces, configurando, por lo tanto, 9 alelos
diferentes. Ha sido también descrito un alelo 10 con 16 repeticiones de aparicion muy
infrecuente (Ponce et al., 2003; Zhang et al., 2004). Este tipo de polimorfismos reciben
la denominacién genérica de STRs (de sus siglas en inglés, short tandem repeats) y
tienen una gran importancia en la evolucion del genoma (Kozlowski et al., 2010). Dado
el alto nimero de alelos posibles, habitualmente, para facilitar el analisis estadistico,
suelen clasificarse los alelos en dos categorias: largos (L) y cortos (C). Esta distincion
se realiza a partir del alelo 5, equivalente a 11 repeticiones, de modo que los alelos 5 y
superiores serian consideraros alelo L y, consecuentemente, los alelos 4 e inferiores
como alelo C. Es habitual encontrar también la notacion (25) y (<5) para los alelos
largo y corto respectivamente. Esta clasificacion responde a la propuesta por Comings
et al. (1997) a partir de los resultados de Schroth et al. (1992). Segin mostraban, a
partir del alelo 5 el ADN adquiere una conformacién en Z que reduce parcialmente la
transcripcion del gen, de modo que la longitud del polimorfismo es inversamente
proporcional a la produccion de ARNm.

En cuanto a su localizacion, este polimorfismo se encuentra en la region 3' UTR

del gen, iniciAndose en la posicién 88.836.862 del cromosoma 6. Esta ubicacion lo
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sitla a 12.674 pares de bases del comienzo del gen, si bien la distancia varia en
funcién de los alelos presentes en los diversos polimorfismos que presentan
deleciones o inserciones en esta region.

Este polimorfismo ha sido vinculado a diversas patologias, especialmente a
aguellas relacionadas con los trastornos por uso de sustancias como el alcohol, el
cannabis o la heroina, entre otros (Ponce et al., 2003; Benyamina et al., 2009;
Proudnikov et al., 2010). Los alelos cortos han sido asociados con la aparicién de
depresion en pacientes con enfermedad de Parkinson (Barrero et al., 2005). Otro
fenotipo relacionado con este polimorfismo es la edad de aparicion en la enfermedad
de Huntington, donde la edad de inicio precoz estaria relacionada con los alelos largos
(Kloster et al., 2013). También se han estudiado fenotipos en personas sanas. En este
sentido, han sido publicados resultados de asociacion entre los alelos cortos del
polimorfismo y una mayor puntuacion en los test de evaluacion de memoria de trabajo
(Ruiz-Contreras et al., 2010).

Figura 22. Polimorfismo (AAT)n Gen CNR1. Genotipo homocigoto para el alelo 7 (13
repeticiones del triplete AAT).

En relacion con los trastornos psiquiatricos, su asociacibn no ha sido
completamente clarificada, existiendo trabajos que muestran su importancia en el
desarrollo de la esquizofrenia (Chavarria-Siles et al., 2008) o del trastorno bipolar (Tsai
et al., 2001), mientras que otros estudios no encuentran esta asociacion (Seifert et al.,
2007). También se han obtenido resultados que indican que existe una correlacion
entre el nimero de repeticiones del triplete AAT y el efecto que puede producir el
cannabinoide A°-THC sobre la onda P300, componente de la inhibicién prepulso (PPI)
(Solowij & Michie, 2007). De este modo, el estudio en pacientes de esquizofrenia,
indicaba que A®-THC producia un decrecimiento de la amplitud de la onda P300 més
acusado en los portadores de los alelos cortos (Stadelmann et al., 2011). Este aspecto
esta a su vez relacionado con la mencionada memoria de trabajo, dado que la onda

P300 es un marcador del componente atencional de la misma.
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5.6. CNR2 - rs35761398.

El gen CNR2 (Gene ID: 1269) codifica para el receptor de cannabinoides de
tipo II (NP_001832.1). Esta localizado en el cromosoma 1, en la regiéon p36.11
(1p36.11), entre las bases 23.870.515 y 23.959.054, (NC_000001.11 GRCh38 Primary
Assembly). Fue clonado por Munro et al. (1993) y mapeado por Karsak et al. (2005).

Este polimorfismo (NM_001841.2:¢c.188_189delAAINsGG) esta constituido por
un dinucledtido localizado en las posiciones 24.201.919 y 24.201.920 del cromosoma
1 (GRCh37.p10 Primary Assembly), siendo a su vez cada uno de ellas un polimorfismo
de una Unica base: rs2502992 y rs2501432, respectivamente. Dichas bases forman los
alelos CC (citosina-citosina) y TT (timina-timina). Ha sido descrito en la bibliografia la
posibilidad de encontrar las combinaciones CT y TC (Ishiguro et al., 2009), si bien
ninguno de los dos ha sido referido en poblacion espafiola. En el caso de este SNP, la
cadena codificante es la opuesta a su nomenclatura habitual, de modo que los
dinucledtidos codificantes forman los tripletes CGG (alelo CC) y CAA (alelo TT), los
cuales equivalen en la proteina a los aminoacidos arginina (Arg) y glutamina (GlIn)

respectivamente, localizados en el residuo 63.

[}

Figura 23. Gen CNR2. Polimorfismo rs35761398 Genotipo homocigoto CC/CC.

Figura 24. Gen CNR2. Polimorfismo rs35761398 Genotipo heterocigoto CC/TT.

Se han realizado ensayos de actividad que indican que el cambio del alelo
ancestral CC por el alelo TT supone una reduccion en la funcionalidad del receptor.
Esta reduccion parece deberse a la ubicacion del residuo en uno de los dominios
intracelulares responsables de la transduccion de sefial. De este modo, los receptores
con alelo TT (glutamina) producirian una menor respuesta ante la union del ligando
(Ishiguro et al., 2009). Por otra parte, ha sido descrito que el polimorfismo rs35761398

se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el polimorfismo rs12744386. Estos
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polimorfismos estan, por tanto, englobados dentro de un haplotipo. Los alelos posibles
de rs12744386 son dos, el alelo ancestral C y el alelo alternativo T. Este polimorfismo,
segun los resultados obtenidos por Ishiguro et al. (2009), estd modificando la
expresion del gen, de modo que el alelo T presentaria mayores niveles de ARNm. El
estudio del polimorfismo rs35761398 lo ha vinculado con la esquizofrenia (Tong et al.,
2013; Ishiguro et al.,, 2009). No obstante, las asociaciones con los trastornos

psiquiatricos no han quedado completamente clarificadas.

5.7. GRM3 - rs1468412.

El gen GRM3 (Gene ID: 2913; NC_000007.14 GRCh38 Primary Assembly)
codifica para el receptor metabotrépico 3 de glutamato (GenBank: ABY87922.1;
UniProtkKB: Q14832). Posee una localizacion citogenética 7921.11-gq21.12, entre las
posiciones de las bases 86.643.914 y 86.864.876. Fue clonado por Bjarnadottir et al.
(2005), quienes determinaron también la estructura de 5 exones para el gen. Fue
mapeado por Scherer et al. (1996).

El polimorfismo rs1468412 del gen GRMS3 esta localizado en la posicion
86.433.451 del cromosoma 7 (segun referencia GRCh37.p10 Primary Assembly).
Dentro del gen se sitta en el intron 3, a 17.019 bases del final del exon 3 y a 34.704
del inicio del exdén 4 (NM_000840.2:c.1324+17019A>T). El alelo ancestral es timina
(T), y el alelo alternativo que puede sustituir a éste es adenina (A), estando ambos
distribuidos ampliamente en la poblacion general.

Figura 26. Polimorfismo rs1468412. Secuenciacion de la hebra complementaria (B).

Genotipo heterocigoto TA.
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Este polimorfismo ha sido asociado al desarrollo de esquizofrenia (Egan et al.,
2004; Fuijii et al., 2003) y mas recientemente se ha focalizado el estudio en su posible
vinculacion a la presencia de endofenotipos relacionados con el componente
preatencional de la percepcion auditiva (Kawakubo et al., 2011), dado el papel que
presenta el sistema glutamatérgico en el procesamiento de este tipo de percepcion en
el cértex. Otros fenotipos, como la respuesta al tratamiento (Bishop et al.,, 2001),

también han sido asociados con los alelos de este SNP.
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1- ANTECEDENTES AL ESTUDIO.

La esquizofrenia y el trastorno bipolar son dos enfermedades psiquiatricas que
muestran multiples niveles de complejidad, estando implicados en su desarrollo
factores tanto enddégenos como ambientales (Jablensky, 2010; Goodwin & Jamison,
2007). La sintomatologia y el cuadro clinico que define a cada una de las patologias
muestra relacién con las alteraciones neuroanatomicas y neurofisiolégicas, aunque
esta relacion no ha sido completamente esclarecida (Andreasen, 2000). No obstante,
estas alteraciones parecen estar generadas por conexiones neuronales anémalas
dentro de las vias de sefializacion del sistema nervioso, implicando con ello a los
procesos de neurotransmision y neuroplasticidad (Howes & Kapur, 2009; Hillard et al.,
2012; Niciu et al., 2012; Silverstein et al; 2013). Por otro lado, la investigacion genética
afronta la tarea de poder llegar a explicar la predisposiciéon familiar observada en el
desarrollo de estas patologias, encontrado los factores genéticos vinculados (Sawa &
Snyder, 2002; O’Donovan et al., 2009). Finalmente, se ha puesto de manifiesto una
evidente diferencia de género en la epidemiologia de estas enfermedades tanto en
prevalencia como en edad de inicio (Messias et al., 2007; Medrek & Stip, 2011). Esta
diferencia es aun mas marcada en aquellos pacientes que ademas de la patologia
psiquiatrica presentan un trastorno por uso de sustancias (Swartz et al., 2006).

En el presente trabajo se ha partido de una metodologia basada en el estudio
de asociacién de genes candidato en poblaciones no emparentadas (Slager & Schaid,
2001). Los genes elegidos son codificantes para receptores o enzimas pertenecientes
a los sistemas de neurotransmisién que han sido vinculados a la etiologia de estas

enfermedades.

2- OBJETIVOS GENERALES.

En funcion de los antecedentes en los estudios genéticos previos y en
consonancia a la epidemiologia de la esquizofrenia, el trastorno bipolar y la situacion
comorbida de trastorno psiquiatrico y trastorno por uso de sustancias, se plantearon

los siguientes objetivos:
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1- Determinar la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas en una
poblacion control de referencia en los siguientes polimorfismos genéticos: rs4680
(COMT), rs6323 (MAO-A), rs1799836 (MAO-B), (AAT)n (CNR1), rs35761398 (CNR2),
rs324420 (FAAH) y rs1468412 (GRM3).

2- Determinar la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos enunciados en el Objetivo-1 en muestras poblacionales de dos
patologias psiquiatricas: esquizofrenia y trastorno bipolar, valorando las diferencias
que puedan existir en las correspondientes situaciones comdrbidas con presencia de

trastorno por uso de sustancias.

3- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1- Estudiar las asociaciones que pudieran existir entre los genotipos de cada
polimorfismo y la aparicibon de las patologias citadas, asi como también las
asociaciones vinculadas a diferencias fenotipicas en los cuadros clinicos, valorando

con ello las implicaciones biolégicas de cada uno de los alelos y los genotipos.

2- Determinar si existen epistasias entre los distintos loci del estudio que se
asocien a la aparicion de las patologias o a la diferenciacién dentro de cada patologia

en diversos grupos fenotipicos.

3- Evaluar si pueden establecerse correlaciones entre las diferencias de la
epidemiologia genética y las diferencias observadas en la epidemiologia clinica en
funcion del género, estableciendo una explicacion genética para los parametros

epidemioldgicos de la esquizofrenia y del trastorno bipolar.
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1. PARTICIPANTES DEL ESTUDIO.

Todos los participantes, pacientes y controles, incluidos en el presente estudio,
fueron informados de la naturaleza y objetivos del mismo y firmaron un
consentimiento. De igual modo, el comité ético de investigacion de los hospitales y
centros mencionados a continuacion aprobd la metodologia y realizacién del presente
trabajo. Los datos completos de edad, consumo y tratamiento pueden consultarse en

las tablas incluidas en los anexos.

1.1. POBLACION CONTROL.

La poblacion control estd formada por 316 voluntarios sin trastornos

psiquiatricos de edades comprendidas entre los 29 y los 83 afios de edad no
emparentados entre si. Ninguno presentaba trastornos mentales ni tenia familiares en
primer o segundo grado que hubieran presentado su vez este tipo de patologias, es
decir, no poseian antecedentes familiares relacionados.

Estos individuos no cumplian criterios de trastorno por uso de sustancias.

Se ha diversificado la poblacién realizando un reclutamiento a través de la
Fundacién Hospital de Alcorcon, el Hospital Severo Ochoa, la Facultad de Medicina de
la Universidad Complutense de Madrid y el Hospital Virgen de la Luz de Cuenca.

1.2. POBLACION DE PACIENTES CON ESQUIZOFRENIA.
La poblacion completa de pacientes de esquizofrenia abarca un total de 503

individuos diagnosticados positivamente siguiendo criterios DSM-IV-TR mediante
entrevista estructurada (Structured Clinical Interview para DSM-IV (SCID-I)).

Los pacientes presentan un rango de edades comprendido entre los 18 y los 75
afos y no estan emparentados entre si.

El reclutamiento, asi como la toma de muestras, tuvo lugar en el Servicio de
Psiquiatria de la Fundacién Hospital de Alcorcon, en el Servicio de Psiquiatria del
Hospital Virgen de la Luz de Cuenca (Programa del Trastorno Mental Grave). De los
503 pacientes con esquizofrenia, 124 (24,45%) presentaban adem@as criterios positivos
para trastorno por uso de sustancias (TUS) con consumo principal de cannabis.

Ademas de estos 503 pacientes, en la muestra obtenida, existian pacientes
policonsumidores con un consumo indeterminado, de clasificacién compleja, dado que
no se pudieron determinar variables como la cantidad, la frecuencia, o el consumo

principal. Estos pacientes fueron excluidos del presente estudio.
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1.3. POBLACION DE PACIENTES CON TRASTORNO BIPOLAR.

Se han incluido 120 pacientes no emparentados entre si diagnosticados de
trastorno bipolar siguiendo criterios DSM-IV-TR mediante entrevista estructurada
(Structured Clinical Interview para DSM-IV (SCID-l)). Este grupo pertenece
integramente a la poblacion reclutada para el presente trabajo en el Servicio de
Psiquiatria del Hospital Virgen de la Luz de Cuenca (Programa del Trastorno Mental
Grave).

Dentro de este grupo de pacientes el 10% cumplia criterios de trastorno por
uso de sustancias. Su perfil de consumo se tuvo en cuenta en las diferentes
segregaciones poblacionales para el andlisis de las posibles asociaciones, siendo

excluidos en algunas de las comparaciones.

1.4. POBLACION DE CONSUMIDORES CON TRASTORNO POR USO DE
SUSTANCIAS SIN TRASTORNOS PSIQUIATRICOS MAYORES.
Como poblacién de contraste de los resultados obtenidos, se reclutd una

poblacion de 71 individuos que presentaban trastorno por uso de sustancias con un
consumo Unico o principal de cannabis.

Esta poblacién de consumidores fue reclutada en el Servicio de Psiquiatria de
la Fundacibn Hospital de Alcorcon y en diversos centros de ayuda al
drogodependiente (CAD) de la Comunidad de Madrid. Estos usuarios no presentan
sintomatologia psiquiatrica afadida a las complicaciones psicosociales derivadas del
propio consumo, por el cual reciben tratamiento en dicho servicio. No cumplen, por

tanto, criterios DSM-IV-TR para esquizofrenia ni trastorno bipolar.

2. EXTRACCION DE ADN.

El ADN se extrajo de leucocitos presentes en muestras de sangre periférica
anticoagulada con EDTA. Se han utilizado dos metodologias diferentes para la
obtencion de ADN.

Método 1 - (Sambroock et al., 1993).

1- A partir de 5 a 10 mL de sangre se afiade H,0 Millipore hasta 45 mL en un

tubo Falcon. Se mezcla por inversion y se centrifuga a 3.000 rpm durante 15 minutos.
2- Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet enrasando hasta 25

mL con H,O Millipore. Se centrifuga 15 minutos a 3.000 rpm.
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3- Se descarta el sobrenadante y en caso de observar que dicho sobrenadante
esta anormalmente turbio, se repite el lavado con 25 mL como en el paso anterior.

4- Se afiaden 6 mL de tampdn de lisis (10 mM Tris-Cl, pH=8,0 ; 0.4 M NaCl ;
2mM EDTA, pH=8,0) , 1 mL de proteinasa K (Boehringher) y 200 uL de SDS (0,6%).

5- La suspension se incuba a 37° C toda la noche.

6- Se afiaden 2 mL de NaCl (6M) y se centrifuga a 3.000 rpm, 15 minutos.

7- El sobrenadante se pasa a un nuevo tubo y se afiaden dos volimenes de
etanol absoluto frio. El aglomerado o “medusa” que se forma por precipitacion se
recoge utilizando una varilla de vidrio.

8- La “medusa”’ se deja secar al aire para evaporar completamente el etanol y
se resuspende en 300 pL de buffer TE (10 mM Tris-Cl, pH=7,5; 1 mM EDTA)

La concentracion de ADN se calculdé por medicion de absorbancia a 260 nm.
Se midié también la absorbancia a 280 nm para calcular la pureza, de tal modo que
cuando la relacién entre la absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm fue
menor a 1,5 se procedié a realizar un protocolo de lavados sucesivos de fenol, fenol-

cloroformo y cloroformoisoamilico.

Protocolo de lavados:

1- Se afiade 1 volumen de fenol y se mezcla por vortex hasta alcanzar una
mezcla homogénea. Se centrifuga a 14.000 rpm durante 15 minutos.

2- Se toma el sobrenadante con precaucion de no arrastrar parte de la
interfase. Se procede a continuaciéon a mezclar con 1 volumen de fenol-cloroformo. Se
mezcla por Vértex y se centrifuga a 14.000 rpm, 15 minutos.

3- Se toma el sobrenadante y se mezcla con 1 volumen de cloroformo
isoamilico. Se mezcla por vortex y se centrifuga 15 minutos a 14.000 rpm.

4- Se toma el sobrenadante y se mezcla con 200 pL de acetato sédico y con 2
volumenes de etanol absoluto frio (-4°C). Se forma un aglomerado que se recupera
utilizando una varilla de vidrio.

5- Se realiza un lavado con etanol al 70 % a temperatura ambiente y se deja
secar.

6- Finalmente, se resuspende en 300 pL de tampén TE (10 mM Tris-Cl,
pH=7,5; 1 mM EDTA).

Esta metodologia permite obtener cantidades de 300 pL por muestra a
concentraciones entre 500 y 1000 ng/uL. A partir de estas extracciones se han
realizado entre 2 y 3 alicuotas de trabajo de 100 ng/uL o 50 ng/uL dejando la mayor

parte del ADN extraido conservado a -80° C para trabajos futuros.
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Método 2 -DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen).

También se ha utilizado un kit de extraccion de ADN para aquellas muestras en

las cuales la cantidad de sangre obtenida era insuficiente (100 pL o menos) o cuando
la metodologia anterior no consiguié obtener ADN viable.
El kit comercial utilizado fue “DNeasy Blood & Tissue kit” suministrado por la

empresa Qiagen.

1- Se afiaden 20 pL de proteinasa Ky 120 pL de PBS a 100 pL de sangre.

2- Se le afiaden 200 pL de Buffer de Lisis incluido en el Kit y se incuba a 56° C
durante 10 minutos.

3- La mezcla se pipetea sobre la columna DNeasy mini spin facilitada por el
fabricante y se centrifuga a 8000 rpm durante 1 minuto.

4- Se descarta el contenido del tubo dado que el ADN queda adherido a la
membrana de la columna.

5- Se afiaden a la columna 500 pL del primer buffer de lavado, AW1, y se
centrifuga 1 minuto a 8000 rpm.

6- Se cambia el tubo y se afiaden 500 pL del buffer de lavado AW2. Se
centrifuga a 14.000 rpm durante 3 minutos.

7- Finalmente se afiaden a la columna 200 uL del buffer de eluciéon AE y se
centrifuga 1 min a 8.000 rpm quedando el ADN en la fase liquida recogida en el tubo.

Esta metodologia permite obtener 200 pL con unas concentraciones de ADN que

oscilan entre 50 y 250 ng/uL.

3. DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS.

3.1. POLIMORFISMO rs4680 EN EL GEN COMT.

La determinacion del polimorfismo rs4680 del gen COMT se realiz6 mediante

técnica de discriminacion alélica por sondas Tagman (Lee et al., 1993; Livak et al.,
1995). Los primers y las sondas fueron disefiadas a partir de la secuencia consenso
obtenida de las bases de datos de NCBI gene. Posteriormente se encargé su
produccion a la empresa Sigma-Aldrich.

Para la reaccién de PCR se utiliz6 ADN de partida a una dilucion de 50 ng/uL.

Los primers utilizados estaban a una concentracion 1,5 uM y las sondas a 2,5 uM.
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Mezcla utilizada para la reaccion:

Componente Cantidad (uL)
Supermix 10,000
Sonda A 2,000
Sonda B 2,000

Oligo A 2,000

Oligo B 2,000

ADN 2,000
Volumen Total 20,000 pL

La Supermix comercial utilizada contiene: dNTPs, 50 U/mL iTag™ ADN
polimerasa, 6 mM MgCI2 (Bio-Rad iQ™ Supermix).

Primers y sondas para el polimorfismo:

PRIMERS:

A: 5 ACTGTGGCTACTCAGCTGTGA 3'

B: 5'CCTTTTTCCAGGTCTGACAAC 3'

SONDAS:

A: [TxRd ] 5 ATTTCGCTGGC G TGAAGGACAAG 3' [BHQ2]

B: [6FAM] 5 ATTTCGCTGGC A TGAAGGACAAG 3' [BHQ1]

Programa de PCR del iCycler:

Ciclo Tiempo Temperatura
1 3’ 00” 95°C
2x40 30” 95° C Desnaturalizacion
30” 56° C Anillamiento Primers
30” 63° C Anillamiento Sondas
30” 65° C Anillamiento Sondas
3 o0 40C
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Material y métodos.

La reaccién de amplificacion se llevdé a cabo en placas de 96 pocillos de la
empresa Bio-Rad (iIQ™ 96-Well PCR Plates).
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Figura 27. Ejemplo de resultados del polimorfismo rs4680 de COMT. La nube de
puntos rojos indica las muestras con sefial positiva para la sonda marcada con el fluoréforo
FAM-490, equivalente a los individuos homocigotos para el alelo A. La nube de cuadrados
verde claro indica las muestras homocigotas para el alelo G. La nube de triangulos verde

oscuro son aquellas muestras heterocigotas que dan sefal para ambos fluoréforos.

De las primeras placas se seleccionaron al azar entre 10 y 15 individuos para
cada uno de los genotipos encontrados. Dichas muestras fueron secuenciadas para
confirmar el genotipo. En las sucesivas placas, los genotipos confirmados sirvieron
como muestras de control, incluyendo en cada una de ellas entre 3 y 6 controles por
genotipo.

3.2. POLIMORFISMO rs6323 EN EL GEN MAO-A.

Para la determinacién de este polimorfismo por sondas Tagman (Lee et al.,
1993; Livak et al., 1995) se debe tener en cuenta que el gen se encuentra en el
cromosoma X, de tal modo que en el caso de los hombres se da una situacion de
hemicigosis. Por lo tanto, las muestras daran sefial en un fluoréforo u otro pero nunca
en ambos. En mujeres aparecen los resultados estandares, es decir, dos nubes de
puntos correspondientes a los dos tipos de homocigosis y la hube correspondientes a

las muestras de genotipo heterocigoto.
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Material y métodos.

Tanto las concentraciones de los reactivos como las proporciones y

condiciones de la mezcla, fueron las mismas que las utilizadas en el polimorfismo
anterior.

Sondas y primers utilizados:

PRIMERS:

A: 5 ATGCGATCCCTCCGACCTTG 3'

B: 5 TTCTTCTTCCAGAAGGCCTCC 3'

SONDAS:

A: [TXRd ] 5' GTTAATTCAGCG G CTTCCAATGGG 3' [BHQZ2]

B: [6FAM] 5' GTTAATTCAGCG T CTTCCAATGGG 3' [BHQ1]
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Figura 28. Placa realizada con poblacion de varones para el polimorfismo rs6323.
Puede observarse la ausencia de puntos en la zona de muestras de genotipos heterocigotos.

Programa del iCycler:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 3’ 00” 95°C

2x40 30” 95° C Desnaturalizacion
45” 64° C Anillamiento Primers
45” 68° C Anillamiento Sondas

3 o 40C
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Material y métodos.
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Figura 29. Ejemplo de resultados del polimorfismo rs6323 en poblacion de mujeres.
Aparecen las tres nubes estandares para esta técnica. Los puntos rojos equivalen a muestras
homocigotas de genotipo TT.

3.3. POLIMORFISMO rs1799836 EN EL GEN MAO-B.

El polimorfismo de este gen se ha analizado mediante discriminacion alélica
utilizando sondas Tagman (Lee et al., 1993; Livak et al., 1995). Al igual que en el caso
anterior este gen también se localiza en el cromosoma X por lo que deben tenerse en
cuenta las mismas consideraciones, es decir, que en la poblacién masculina no deben
aparecer muestras heterocigotas.

La mezcla y reactivos utilizados fueron iguales a los polimorfismos anteriores.

Primers y sondas utilizados:

PRIMERS:

A: 5 TTCTGGCCTTTACCTTGGTG 3

B: 5" GGTTCTGACTGCCAGATTTC &'

SONDAS:

A: [TxRd] 5 AAGATGGTGTC A CTTTTGCTATTTG 3' [BHQZ]

B [6FAM] 5' AAGATGGTGTC G CTTTTGCTATTTG 3' [BHQ1]
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Material y métodos.

El programa utilizado para la amplificacion y deteccién alélica fue:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 3’ 00” 95°C

2x40 30” 95° C Desnaturalizacion
45” 61° C Anillamiento Primers
45” 64° C Anillamiento Sondas

3 o 40C

En los resultados de esta técnica, como en el caso anterior, dado que el gen
MAO-B esta en el cromosoma X los hombres son hemicigotos, de tal modo que sélo
pueden dar sefial en uno u otro alelo mientras que en las mujeres encontraremos

homocigotos para cada uno de los alelos ademas de individuos heterocigotos.
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Figura 30. Ejemplo de resultados del polimorfismo rs1799836 del gen MAO-B en

poblacion de varones. Se observa la ausencia de muestras con genotipo heterocigoto.
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Material y métodos.
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Figura 31. Ejemplo de resultados para el polimorfismo rs1799836 del gen MAO-B en

poblacién femenina.

3.4. POLIMORFISMO (AAT)n EN EL GEN CNR1.

Se han utilizado dos técnicas para la determinacion de este polimorfismo. En la
primera de ellas se utilizd6 un gel de acrilamida-bisacrilamida al 6% en condiciones
desnaturalizantes (Sambroock et al., 1993). Esta técnica permiti6 seleccionar a los
individuos homocigotos. Dichas muestras fueron secuenciadas para determinar con
exactitud el numero de repeticiones del triplete AAT que correspondia a cada alelo. La
segunda técnica utilizada para determinar el genotipo del resto de la poblacion del
estudio fue el andlisis de fragmentos (Mansfield et al., 2001).

GELES DE ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA.

Para la amplificacion de la region del ADN que contiene el microsatélite se
realizo la PCR en placas de 96 pocillos (Cutlek) partiendo de ADN gendmico total a
una concentracion de 100 pM.

Los reactivos de partida tenian las condiciones siguientes: el volumen final de
10 pL quedaba ajustado a una cantidad de 80 ng de ADN. El buffer de partida 1X
contiene: 10mM de Tris-HCI (pH=8,3) y 50mM de KCI. EI MgCI2 es de 2,5mM. La Taq
utilizada para la reaccion presenta 0,025 U/uL (Tag Gold polymerase (Applied

Biosystems, Foster City, CA). EI DMSO tiene una concentracion del 4%.
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Material y métodos.

Los dNTPs son GeneAmp dNTPs de la empresa Applied Biosystems con una
concentracion de partida de 10 mM. Con ellos se prepar6 una mezcla que
posteriormente se utiliza en la reaccion de PCR. Dicha mezcla contiene 60,00 uL
dATP, 60,00 pL dGTP, 60,00 uL dTTP, 0,75 puL de dCTPy 119,25 uL de H,O0.

El nucleétido marcado a-dCTP3% (3000 Ci/mmol, Amershan Pharmacia

Biotech) utilizado tiene una concentracién inicial de 2,5 mM.

Mezcla utilizada para la PCR:

Componente Cantidad (uL)

H20 1,496
BUFFER 2,000
MgCl; 2,000
dNTPs 2,000
a-dCTP* 0,140
Oligo A 0,566
Oligo B 0,566
DMSO 0,400
Tag Gold 0,100
ADN 0,800

Volumen Total 10,000 pL

Primers:
A: 5 GCTGCTTCTGTTAACCCTGC 3
B: 5 ATTCCCACCTATGAGTGAGAAC 3

El programa utilizado para realizar la PCR fue el siguiente:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 10 94° C

2x35 1 94° C Desnaturalizacion
40" 58° C Anillamiento
35" 72° C Elongacioén

3 6' 72°C

4 o0 4°C
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Material y métodos.

RESOLUCION DEL MICROSATELITE.

El producto obtenido de la PCR se desarrolla en geles desnaturalizantes de

acrilamida-bisacrilamida al 6%. A los productos se les aflade tampo6n de formamida en
relacién 1:1 y se desnaturaliza a 94°C durante 5 minutos. Tras la electroforesis los

geles se dejan secar y se exponen sobre una pelicula Kodak X-OMAT.

Figura 32. Autorradiografia; pueden distinguirse los diferentes alelos asi

como discriminar entre individuos homocigotos y heterocigotos.

SECUENCIACION DEL MICROSATELITE.

Se seleccionaron aquellos individuos que eran homocigotos para proceder a la

secuenciacion y determinar las repeticiones correspondientes a cada uno de los
alelos. Deben secuenciarse muestras homocigotas dado que las muestras
heterocigotas para un polimorfismo de tipo microsatélite en un amplificado generan
una secuencia con superposicion de picos en desfase que impide su lectura. La
secuenciacién permite asi determinar con total precision el nUmero de repeticiones del
triplete. Estas muestras han servido como controles para la posterior técnica de

analisis de fragmentos con la que se genotipd a toda la poblacién del estudio.

ANALISIS DE FRAGMENTOS.

Para el andlisis de fragmentos (Mansfield et al., 2001) se parte de ADN

gendmico a una concentracion de 50 ng/pL.
La regidn que contiene el polimorfismo fue amplificada por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). De los dos cebadores, o primers, necesarios para la reaccion,

el cebador antisentido (B) estaba marcado con la molécula fluoréfora HEX.
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Material y métodos.

Primers:
A: 5 GCTGCTTCTGTTAACCCTGC 3
B: 5 ATTCCCACCTATGAGTGAGAAC 3’ * HEX

Mezcla de reaccion para el uso de Taq Gold polymerase (Applied Biosystems,
Foster City, CA):

Componente Cantidad (uL)
H20 9,875
BUFFER 2,500
MgCl; 2,000
dNTPs 2,000
Oligo A 2,500
Oligo B* 2,500
Tag Gold 0,125
ADN 2,500
Volumen Total 25 uL

Programa utilizado para la PCR:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 6' 94° C

2x38 45” 94° C Desnaturalizacion
1 55° C Anillamiento
1 72° C Elongacién

3 10’ 72°C

4 w 40C

El ajuste de la reaccion se realiz6 para 25 pL de volumen final. Las
especificaciones de los reactivos incluidos en la reaccién son: H,O Millipore; Gold
buffer (15 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCI); (1.5 mM) MgCl,; 200 yM dNTPs.

La Taqg usada es Taqg Gold polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA).

El producto amplificado es diluido en una proporcion entre 1:1 a 1:4 en funcién
del rendimiento obtenido en la reaccion de amplificacién. Para valorar dicho
rendimiento se realiza una valoracion semicuantitativa mediante electroforesis en gel
de agarosa al 3%. En el gel se comparan las densidades Opticas de las bandas

obtenidas.
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Material y métodos.

Posteriormente se realiza una mezcla de carga:
- 1uL del producto amplificado ya diluido, 1 yL de marcador de pesos

(GeneScan-500 LIZ Size Estandar- Applied Biosystems) y 10 pyL de formamida.

La mezcla de carga se desnaturaliza durante 2 minutos a 90° C y es mantenida
a 4°C al menos durante 5 minutos antes de su carga.

Para el andlisis de fragmentos se utiliz6 un secuenciador (ABI Prism 310
Genetic Analyzer - Applied Biosystems) utilizando como polimero POP-4 (Applied
Biosystems). Los resultados de la electroforesis fueron analizados finalmente
utilizando el software comercial GeneMapper.4.0
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Figura 33. Andlisis de fragmentos. Muestra de individuo heterocigoto, alelos 4 y 6, equivalentes

a 10y 12 repeticiones.
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Figura 34. Andlisis de fragmentos. Muestra de individuo heterocigoto, alelos 7 y 8, equivalentes

a 13y 14 repeticiones.
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3.5. POLIMORFISMO rs35761398 EN EL GEN CNR2.

La determinacion del polimorfismo rs35761398 del gen CNR2 se realizd

mediante técnica de discriminacion alélica por sondas Tagman (Lee et al., 1993; Livak
et al.,, 1995). Los primers y las sondas fueron disefiadas a partir de la secuencia
consenso obtenida de las bases de datos de NCBI gene y producidas por la empresa
Sigma-Aldrich.

Los primers utilizados fueron:

PRIMERS:

A: 5 AAGACCACACTGGCCAGGAAG 3'
B: 5 CACTCTTCTGGGCCTGCTAAG 3'

SONDAS:

A: [TxRd] 5" TCCGGCGGAG IT GGTGGGAGGAC 3' [BHQZ]
B: [6FAM] 5 TCCGGCGGAG CC GGTGGGAGGAC 3' [BHQ1]

Para la amplificacion y discriminacion alélica se utilizé6 un termociclador iCycler

de la empresa Bio-Rad, con sistema de deteccion MyiQ.
La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en placas de 96 pocillos Bio-Rad
(IQ™ 96-Well PCR Plates). Para la mezcla de reaccion se utiliza supermix comercial

Bio-Rad (iQ™ Supermix) y se ajusté a un volumen de reaccion de 20 pL por pocillo.

La mezcla utilizada fue:

Componente Cantidad (pL)
Mastermix 10,000
Sonda A 2,000

Sonda B 2,000

Oligo A 2,000

Oligo B 2,000

ADN 2,000
Volumen Total 20,000 pL
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Material y métodos.

El programa de amplificacion fue el siguiente:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 3’ 00" 95°C

2x40 30” 95° C Desnaturalizacion
30” 55° C Anillamiento Primers
30” 72° C Anillamiento Sondas

3 o 4°C

La sefal en uno de los fluoréforos indica la presencia del alelo correspondiente a
la sonda, de este modo las muestras que dan sefial en uno de ellos son consideradas
homaocigotas para el alelo equivalente y aquellas que dan sefial en ambas sondas se
consideran heterocigotas.
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Figura 35. Gréficas de la sefial ya procesada para cada una de las sondas.
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Figura 36. Ejemplo de resultados del polimorfismo rs35761398 del gen CNR2. Las
nubes correspondientes a los distintos genotipos se separan con mayor nitidez que en otros
polimorfismos dado que la sonda posee las dos bases de especificad del dinucleétido.

De las primeras placas obtenidas se tomaron entre 10 y 15 muestras de cada
uno de los tres genotipos posibles y se realiz6 secuenciacion directa para comprobar
la correcta correspondencia entre los resultados y el genotipo esperado. Dichas
muestras confirmaron las determinaciones realizadas y sirvieron como muestras de

control en las placas posteriores.

GELES SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

No obstante, dado que este polimorfismo es de tipo dinucledtido, podria

esperarse que aparecieran alelos CT o TC. Estos alelos si bien aparecen en muy baja
frecuencia han sido descritos en la bibliografia. Esto hace necesario el uso de una
técnica complementaria. Para ello se realiz6 una técnica de tipo Single Strand
Conformation Polymorphism (SSCP) (Orita et al., 1989). En las técnicas basadas en
SSCP, los fragmentos de cadena sencilla migran en funcién de la conformacion
tridimensional que adoptan en las condiciones desnaturalizantes utilizadas, siendo
diferente la conformacion para cada alelo de cada polimorfismo.

Se realiz6 por lo tanto un cribado (screening) aleatorio entre todas las

poblaciones del estudio para determinar si aparecian los alelos CT o TC.
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Material y métodos.

Con vistas a realizar esta técnica se utiliza una nueva PCR. Los primers a utilizar
son los utilizados en la discriminacién alélica pero a diferente concentracién, en este

caso los primers se preparan a una concentracioén de 10 uM.

La mezcla de reaccion utilizada es:

Componente Cantidad (uL)
H>0 7,375
BUFFER 2,500
MgCl, 2,000
dNTPs 0,500
Oligo A 2,500
Oligo B 2,500
Solucién Q 1,000
Hot Star 0,125
ADN 2,500
Volumen Total 25 pL

El programa de amplificacion fue:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 15' 95°C

2 x40 1 94° C Desnaturalizacion
1 61° C Anillamiento
45” 72° C Elongacién

3 10 72°C

4 o0 4°C

Una vez obtenido el producto de PCR se toman 5 pL del amplificado y se

mezclan con 5 uL de azul de formamida.

Preparacion de 25 mL de azul de formamida:
- 23,75 mL de formamida al 99%.
- 1,25 mL de Cianol de xileno en dilucién al 1%.

- 10 mg de Azul de bromofenol.
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Una vez realizada la mezcla se desnaturaliza durante 6 minutos a 94°C y
posteriormente se mantiene a 4°C hasta el momento de la carga del gel.

Los geles utilizados son GeneGel Excel 12.5/24 (GE Healthcare) y la
electroforesis se realiza en la unidad GenePhorTM DNA Separation System
(Amersham Biosciences, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) GenePhor
Electrophoresis Unit.

La temperatura del proceso fue de 5° C para la correcta separacién de las
bandas de interés.

El revelado del gel se realiza una vez realizada la electroforesis utilizando los
reactivos comerciales de la empresa GE Healthcare.

1- Fijacién. Se utilizan 25 mL de la solucion de Fijacion comercial diluida en 76
mL de H,O y 24 mL de etanol absoluto. El gel se mantiene es este bafio al menos 30
minutos.

2- Se realiza la tincién con la solucién de plata comercial realizando una
diluciéon de 25 mL de dicha solucién en 100 mL de H,0. En este paso permanece 30
minutos.

3- Se realiza un lavado con agua bidestilada durante 1 minuto.

4- El liquido de revelado se diluye en la misma proporcion que en el paso 2 y
se mantiene el gel el tiempo necesario hasta la aparicion de las bandas,
aproximadamente de 6 a 10 minutos.

5- Finalmente se utiliza una dilucion de 25 mL en 100 mL de la solucion

facilitada para parar la reaccion y conservar el gel.

Figura 37. Patrones de bandas en geles de SSCP para el polimorfismo rs35761398.
Pueden distinguirse las bandas correspondientes a los individuos homocigotos y el patréon
heterocigoto como suma de los otros dos. (1) Genotipo heterocigoto (CC/TT). (2) Genotipo
homocigoto (TT/TT). (3) Genotipo homocigoto (CC/CC)
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3.6. POLIMORFISMO rs324420 EN EL GEN FAAH.

La determinacion del genotipo para el polimorfismo rs324420 del gen FAAH se

realizé mediante amplificacién por PCR de la regién en la que aparece el SNP y

posterior desarrollo y analisis del producto amplificado en gel de acrilamida en

condiciones desnaturalizantes SSCP (Lee et al.,, 1993; Livak et al., 1995). Las

condiciones generales son las descritas anteriormente.

Los primers utilizados fueron los siguientes:
A:5' GGCCAGCCTCCTTTTATCTTATG 3'
B: 5' GACGATGGAGGCCTGGCGA 3'

La mezcla de reactivos para la PCR fue la siguiente:

Componente Cantidad (pL)
H-0 10,375
BUFFER 2,500
MgCl, 1,500
dNTPs 2,000
Oligo A 2,500
Oligo B 2,500
DMSO 1,000
Taq Gold 0,125
ADN 2,500
Volumen Total 25 pL

Gold buffer (15 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCI), MgCI2 1,5 mM, primers
preparados a una concentraciéon 10 uM, Taq Gold polymerase (Applied Biosystems,

Foster City, CA).

El programa utilizado en el termociclador fue:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 10’ 94° C

2x35 1 94° C Desnaturalizacion
35" 61° C Anillamiento
40” 72° C Elongacioén
10’ 72°C

4 % 4°C
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Material y métodos.

La mezcla de 5 pL de amplificado y 5 puL de azul de formamida se
desnaturaliza a una temperatura de 94° C durante 6 minutos y se mantiene a 4° C
hasta la carga en el gel.

La electroforesis se realiza en GenePhorTM DNA Separation System
(Amersham Biosciences, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) a 15°C.

Finalmente se realiza el revelado del gel, en el que se distinguen 3 patrones
diferentes de acuerdo a lo esperado. Se eligieron 10 muestras de cada tipo de patrén
para su secuenciacion de tal manera que pudo determinarse la correspondencia entre
el patron y el genotipo. Una vez establecido el patron para los dos tipos de homocigoto
y del heterocigoto se realizo el resto de las valoraciones en sucesivos geles.
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Figura 38. Patrones de bandas en geles de SSCP para el polimorfismo rs324420.
Pueden distinguirse las bandas correspondientes a los individuos homocigotos y el patrén
heterocigoto como suma de los otros dos. (1) Genotipo heterocigoto (CA). (2) Genotipo

homocigoto (AA). (3) Genotipo homocigoto (CC)

3.7. POLIMORFISMO rs1468412 EN EL GEN GRM3.
Para el genotipado del polimorfismo rs1468412 del gen GRM3 utilizando una

técnica de discriminacion alélica por sondas Tagman. Los primers y las sondas se
disefiaron a partir de la secuencia consenso consultadas en las bases de datos de
NCBI gene y producidas por la empresa Sigma-Aldrich.

La mezcla y las condiciones de los reactivos fueron las mismas que las

utilizadas para otros polimorfismos en los que se usé la misma técnica.
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Primers y sondas utilizadas:

PRIMERS:

A: 5 CCTGGAGTAGAATTCACATTC 3'
B: 5 CAAGAATCTCCAGTGACAATC 3'

SONDAS:

A: [TXRd] 5 ATAGGCAGTA T AATGATTGTTATCTC 3' [BHQZ]
B: [6FAM] 5 ATAGGCAGTA A AATGATTGTTATCTC 3' [BHQ1]

Programa del iCycler utilizado:

Ciclo Tiempo Temperatura
1 3’ 00” 95° C
2 x40 30” 95° C Desnaturalizacion
45” 56° C Anillamiento Primers
30” 63° C Anillamiento Sondas
3 w 4°C
. Allele 1 o Allele 2 F'y Heterozygote ' Mone
* Unknown o Control 1 o Control 2
130
+ 4]
160t
1401 s
o 120t
] r*uz T L .
o ‘“E’ 100t -
< @ T - .
o 807
e @ + " ‘A‘ s
D &5 6071 “M #
& B 1 &' A
4071 &
207 wegde %% 4.
0 wip BB cm BRGNS W ONAYTE
Ll
-20 + + + + + + + + + + + + + + + +
0 100 200 300 400
RFU for allele 1
FaMM-490

Figura 39. Ejemplo de resultados para el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3 en el

que se observan los tres genotipos posibles.
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4. SECUENCIACION.

4.1. LAVADO DEL PRODUCTO DE PCR.

Partiendo del producto obtenido de la PCR correspondiente a cada uno de los

polimorfismos que se van a amplificar, hay que eliminar los restos de ADN gendmico,
reactivos y primers del fragmento de interés amplificado.

En este caso se han utilizado columnas comerciales Speedtools PCR Clean-up
Kit de la empresa Biotools B&M Laba S.A.
Los pasos a seguir son los siguientes:

1- Se mezcla el volumen de muestra con 2 volumenes del Buffer de lavado.

2- La mezcla se carga sobre la columna montada sobre un tubo colector de 2
mL. Una vez preparado se centrifuga a 14.000 rpm durante 1minuto.

3- El filtrado del tubo colector se desecha quedando el fragmento amplificado
en el filtro de la columna.

4- Se realiza un segundo lavado de la membrana con 600 puL de un segundo
buffer centrifugando a 14.000 rpm durante 1 minuto.

5- Para secar la membrana y eliminar restos del buffer anterior se vuelve a
centrifugar durante 2 minutos a 14.000 rpm.

6- Finalmente se utiliza un buffer de elucién en una cantidad de 15 a 50 pL. En

este paso se centrifuga a 14.000 rpm quedando el producto de PCR en el eluido.

4.2. REALIZACION DE PCR CON dNTPs TERMINADORES.
A partir del producto amplificado ya lavado se realiza una segunda PCR con

dNTPs terminadores. En este caso se utiliza BigDye Terminator V.3.1. (Applied
Biosystems) Se hace una dilucién de los primers a utilizar a una concentracion de 5
UM. Para cada muestra utilizamos uno de los primers, a diferencia de las PCRs
estandar en las que se utilizan un primer y el reverso. En este caso se utiliza el primer
de la cadena que quiera secuenciar.

La mezcla utilizada fue la siguiente:

Componente Cantidad (uL)
H20 11,50

Buffer 2,00

BigDye 2,50

Oligo 2,00

ADN 2,00
Volumen Total 20,00 pL
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Programa de secuenciacion:

Ciclo Tiempo Temperatura

1 1" 00” 96° C

2x25 10” 96° C Desnaturalizacion
10” 51° C Anillamiento
1'30” 60° C Elongacion

3 0 4°C

Una vez terminado el programa anterior se realiza un lavado con detergente

SDS al 2,2 % para mejorar la calidad de sefial durante la secuenciacion. Este paso se

realiza en los mismos microtubos utilizados en la PCR de amplificacién.

Programa de lavado SDS:

Ciclo Tiempo Temperatura
1 7 98°C

2 10’ 25°C

3 w 4°C

4.3 LAVADO DE LOS RESTOS DE LOS TERMINADORES Y CARGA.

Para realizar la limpieza de los terminadores se ha seguido el siguiente

protocolo:

1- Se toman 10 uL de la reacciéon anterior y se le afiaden:
- 1,50 pL Acetato sodico 3M, pH (4,6 — 5,2)

- 31,25 L Etanol al 95 %

- 7,50 pL H,O Millipore.

2- Se realiza la mezcla y se deja reposar durante 15 minutos a temperatura

ambiente.

3- Se centrifuga 20 minutos a 12.000 g con precaucion de tomar referencia de

donde queda el pellet.

4- Se retira el liquido sobrenadante y se afiaden 250,00 pL de etanol al 70 % y

se mezcla por vortex para resuspender el pellet.

5- Se centrifuga a 12.000 g durante 5 minutos.

6- El sobrenadante se retira y se deja secar el pellet por completo

comprobando que no queden restos de etanol.

7- Se resuspende el pellet con 10 a 15 pL de H,O0.
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Una vez resuspendido el pellet, se mezclan 10 pL del producto ya limpio con 10
uL de formamida para realizar la carga.

El secuenciador utilizado fue un ABI Prism 310- Genetic Analyzer y el polimero
para la secuenciacion POP-6 (Applied Biosystems) sobre un capilar de 30 cm.

Posteriormente los datos obtenidos son analizados utilizando el software

Sequence Scan 4.0. (Applied Biosystems).

5. ANALISIS ESTADISTICOS Y HERRAMIENTAS INFORMATICAS.

5.1. ANALISIS ESTADISTICO.

Siguiendo una metodologia de estudio genético de asociacién por genes
candidato en poblaciones no emparentadas de casos y controles, se configuraron
diversos test. El andlisis de las frecuencias alélicas y genotipicas de las poblaciones
fue conformado utilizando las especificaciones enunciadas por Falconer & Mackay
(1996), Laird & Lange (2011), Khoury & Beaty (1994) y Gambaro et al. (2000). Se

configuraron diversos tipos de test: ;(2 de Pearson y de Cochran-Armitage para las

variables cualitativas; t de Student, analisis de varianza y ANOVA para las variables
cuantitativas con distribucién normal; prueba U de Mann-Whitney para las variables
cuantitativas sin distribucion normal. Se consideraron valores significativos de (p) los
inferiores a 0,05. No obstante se realizaron las correcciones necesarias para cada
andlisis.

Se ha dado prioridad al test ;(2 de Pearson y, en los casos necesarios, a la
correccion de Yates y a la correccién de Bonferroni por ser considerados como los
parametros que ofrecen resultados mas robustos dado que son los mas restrictivos.

Con objeto de valorar que el test de contraste de hipétesis tuviera suficiente
poder estadistico para detectar el efecto a observar, se estimé el nUmero necesario de

pacientes utilizando la férmula:

2

Z(a/?_)\/ 2p(1 -D) "‘Z(I—B)\/pl(l —p1) +p2(1 ~Pz)
b1 — P2

n =

Donde Z () = 1,96 para un intervalo de confianza del 95% y Z.4 = 0,842 para
una potencia estadistica del 80%. Se realizaron los calculos a priori para valorar el
tamafio de muestra necesario y a posteriori para valorar la reproducibilidad del estudio.

Se replicaron los calculos con el software estadistico referido en el siguiente apartado.
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5.2. HERRAMIENTAS INFORMATICAS.

Se utilizaron las siguientes herramientas informaticas como soporte para el
calculo, andlisis estadistico, analisis de resultados y desarrollo especifico de diversas
aplicaciones

- Haploview 4.2.

- Cn3D version 4.3.

- Sequencing Analysis. Software v5.2.

- GeneMapper. Software v3.0.

- SSPS version 19.0.

- OpenEpi version 3.01.

- EpiCalc2000 version 1.02.

- Quanto version 1.2.4.

- Aplicaciones Microsoft Office Excel 2007.

- Genepop version 4.2.

Se destacan también las siguientes direcciones web de especial interés en el
desarrollo del presente estudio.
- http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
Herramienta de analisis de alineamiento de secuencias.
- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
Base de datos para consulta de polimorfismos SNP y SNV.
- https://rostlab.org/services/snap/
- http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
Aplicaciones para predecir posible impacto en la sustitucién de bases.
- http://www.socscistatistics.com/

Aplicaciones estadisticas.
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1. CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES DEL ESTUDIO.

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas demograficas correspondientes a
las poblaciones que se incluyeron en el presente trabajo. Los porcentajes de género
en esquizofrenia y trastorno bipolar en la poblacion reclutada son similares a los
reportados por otros estudios (Regier et al., 1990; Messias et al., 2007; Power et al.,
2013) y en ellos cabe destacar el marcado componente de género en la esquizofrenia
y especialmente en la patologia dual (psicosis dual), con un 87,90% de varones frente
a un 12,10% de mujeres, para una poblacién de 124 individuos reclutados.

Controles Esquizofrenia Psicosis Dual  Trastorno Bipolar TUS
N=316 N=379 N=124 N=120 N=71
% Varones 42,72 60,16 87,90 43,33 70,12
Edad X (S : 41,23 (15,78) 39,22 (10,54) 32,72 (8,54) 41,90 (11,77) 28,74 (6,29)
Me (P2s-Ps) : 41 (27 - 65) 39 (32 — 45) 30 (27 - 39) 42 (34 -52) 28 (25 - 34)
Edad de inicio X (S : 24,09 (6,61) 23,17 (5,45) 26,24 (9,84)
Me (P2s-Ps) : 23 (19 - 28) 22 (19 - 26) 24 (18 - 32)
Edad de inicio del — .
consumo X (Sy: 17,76 (4,09) 16,83 (4,41)
Me (P25-P7s) : 17 (15 - 18) 16 (15 -17)
PANSS-Positivo, X (95% CI) : 22,6 (20,7-24,5) 21,5 (18,8-24,1)
PANSS-Negativo, X (95% CI) : 23,8 (22,0-25,6) 20,1 (17,0-23,2)
PANSS-Global, X (95% CI) : 36,3 (34,2-38,3)  33,5(31,0-35,9)

Tabla 1. Descripcion general de las diferentes poblaciones incluidas en el presente estudio.
PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale (Kay et al, 1987). Se muestran las
puntuaciones medias y los intervalos de confianza correspondientes al 95%.

X media. S,: Desviacién estandar. M,: mediana. (P,s-P7s): percentiles 25 y 75 de la muestra.

Esta vinculacion de la situacion de psicosis dual (esquizofrenia y trastorno por
uso de sustancias) con la poblacion masculina resulta altamente significativa,
obteniéndose un y? = 32,53 y un valor de significacién p < 107, OR: 4,81, IC: 95%
[2,70-8,58]. En el caso de la poblacién con trastorno bipolar, de los 120 individuos que
componen la poblacién, Unicamente 12 presentaban una situacion comérbida con
TUS. De los 12, el 83,33% eran hombres. Se observa también que en la poblacién de
consumidores sin sintomas psiquiatricos el porcentaje de hombres supera al de

mujeres. Sin embargo, se muestra mas cercano al porcentaje presente en la poblacion
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de pacientes con esquizofrenia. Por lo tanto, la poblacion de pacientes reclutada
muestra una distribucién de prevalencias para las distintas situaciones patolégicas que
concuerda con los datos epidemiolégicos conocidos y por ello se considera a la
muestra como representativa. No obstante, no es el objetivo del presente trabajo
valorar las diferencias de prevalencia que puedan existir entre las poblaciones.
Pueden consultarse datos adicionales de edad, consumo y tratamiento en las tablas

incluidas en el apartado de Anexos.

2. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS EN
LA POBLACION CONTROL.

Se genotip6 a los individuos pertenecientes a la poblacion control y se
obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas de los 7 polimorfismos principales

elegidos para el estudio. Los resultados se presentan en las tablas 2, 3y 4.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs4680 (COMT) Mujeres GG 54 (29,83) G 189 (52,21)
GA 81 (44,75) A 173 (47,79)
AA 46 (25,41)
Hombres GG 48 (35,56) G 165 (61,11)
GA 69 (51,11) A 105 (38,89)
AA 18 (13,33)
rs6323 (MAO-A) Mujeres TT 101 (55,80) T 271 (74,86)
TG 69 (38,12) G 91 (25,14)
GG 11 (6,08)
Hombres (*) T 105 (77,78) T 105 (77,78)
G 30 (22,22) G 30 (22,22)
rs1799836 (MAO-B) Mujeres TT 53 (29,28) T 190 (52,49)
TC 84 (46,41) c 172 (47,51)
ccC 44 (24,31)
Hombres (*) T 78 (57,78) T 78 (57,78)
c 57 (42,22) C 57 (42,22)

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos pertenecientes a genes del
sistema dopaminérgico en poblacion control. (*) Los genes MAO-A y MAO-B estan en el
cromosoma X, por ello los hombres son hemicigoticos y las frecuencias genotipicas coinciden
con las alélicas.
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POLIMORFISMO GENERO  GENOTIPO N (%) ALELO N (%)

(AAT)n (CNR1) Mujeres LL 93 (51,38) L 258 (71,27)
@) LC 72 (39,78) C 104 (28,73)

cc 16 (8,84)
Hombres LL 78 (57,78) L 200 (74,07)
LC 44 (32,59) C 70 (25,93)

cc 13 (9,63)
Combinada LL 171 (54,11) L 458 (72,47)
LC 116 (36,71) c 174 (27,53)

cc 29 (9,18)
rs35761398 (CNR2)  Mujeres ccice 57 (31,49) cc 202 (55,80)
) ccITT 88 (48,62) T 160 (44,20)

TTTT 36 (19,89)
Hombres ccice 44 (32,59) cc 152 (56,30)
cCITT 64 (47,41) T 118 (43,70)

TTTT 27 (20,00)
Combinada cecice 101(31,96) cc 354(56,01)
cCITT 152 (48,10) T 278 (43,99)

TTTT 63 (19,94)
rs324420 (FAAH) Mujeres cc 116 (64,09) C 293 (80,94)
CA 61 (33,70) A 69 (19,06)

AA 4(2,21)
Hombres cc 86 (63,70) C 215 (79,63)
CA 43 (31,85) A 55 (20,37)

AA 6 (4,44)
Combinada cc 202 (63,92) C 508 (80,38)
CA 104 (32,91) A 124 (19,62)

AA 10 (3,16)

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos pertenecientes a genes del
sistema endocannabinoide en poblacion control. (1) En el polimorfismo (AAT)n se ha utilizado
la notacion (L) para los alelos largos, 11 repeticiones o0 mas, y (C) para los alelos cortos, 10
repeticiones o menos. (2) El polimorfismo rs35761398 es un dinucledtido.
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POLIMORFISMO GENERO  GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs1468412 (GRM3) Mujeres AA 105 (58,01) A 275 (75,97)
AT 65 (35,91) T 87 (24,03)
T 11 (6,08)
Hombres AA 70 (51,85) A 194 (71,85)
AT 54 (40,00) T 76 (28,15)
T 11 (8,15)
Combinada AA 175 (55,38) A 469 (74,21)
AT 119 (37,66) T 163 (25,79)
T 22 (6,96)

Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1468412 del gen GRM3 en la
poblacién control.

Con las frecuencias alélicas se han calculado los valores de las frecuencias
genotipicas esperadas en un equilibrio Hardy-Weinberg. No aparecieron diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias esperadas y las observadas, a
excepcién de un valor de significacion en la distribucién de frecuencias de la poblacion

femenina para el polimorfismo rs4680.

2

GEN POLIMORFISMO GENERO X Valor p
COMT rs4680 Mujeres 5,6133 0,0178
Hombres 2,6369 0,1044

MAO-A rs6323 Mujeres 0,4479 0,5033
Hombres 0,6099 0,4348

MAO-B rs1799836 Mujeres 2,0677 0,1504
Hombres 1,5158 0,2182

CNR1 (AAT)N Mujeres 0,5389 0,4628
Hombres 3,2414 0,0717

CNR2 rs35761398 Mujeres 0,0467 0,8289
Hombres 0,1874 0,6650

FAAH rs324420 Mujeres 1,5451 0,2138
Hombres 0,1229 0,7259

GRM3 rs1468412 Mujeres 0,8676 0,3516
Hombres 0,6299 0,4274

Tabla 5. Valores del test de y* en el contraste de las frecuencias obtenidas respecto a las
esperadas en el equilibrio Hardy-Weinberg. Valores (p) calculados para 1 grado de libertad.

118



Resultados.

2.1. DIFERENCIAS EN LAS FRECUENCIAS DEL POLIMORFISMO rs4680 ENTRE
LA POBLACION CONTROL MASCULINA Y FEMENINA.

Han podido observarse diferencias destacables entre las poblaciones
masculina y femenina en las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
rs4680 perteneciente al gen COMT. Estas diferencias no aparecen en ninguno de los
otros polimorfismos, para los cuales, la misma poblacion control, conforma una
muestra homogénea entre hombres y mujeres.

Estas diferencias resultan estadisticamente significativas (ver Tabla 6), por lo
gue se ha excluido la poblacién combinada o unificada (hombres y mujeres en un solo
grupo) del analisis de asociacion de este polimorfismo con las distintas patologias,

manteniendo Unicamente el andlisis independiente y separado para cada género.

rs4680 (COMT) %2 Valor p. ODDS-R (95% IC)
Codominante 7,0154 0,0300
Alelos 4,9732 0,0257 0,70 [0,50-0,96]
Modelo Recesivo 6,9876 0,0082 0,45 [0,25-0,82]

Tabla 6. Diferencias significativas en la comparacion entre el grupo de hombres y de
mujeres en la poblacién control.

Estas diferencias en las frecuencias del polimorfismo rs4680 (ver tablas 1y 6)
en la poblacién control se observan tanto en la distribuciéon de genotipos como en la de
alelos. Ademas, el ajuste a los posibles modelos ofrece como resultado un modelo de
accion recesivo para el alelo A. Por consiguiente, es el genotipo homocigoto AA el que
presenta una gran diferencia en su porcentaje de aparicion: 25,41% en mujeres, frente
a un 13,33% en hombres.

Dadas estas diferencias en las frecuencias del polimorfismo rs4680 entre la
muestra poblacional de hombres y de mujeres, se han utilizado variables de genética
de poblaciones para valorar la implicacion de este hallazgo en la poblacién control
(Falconer y Mackay, 1996). Asi pues, se calcul6 el valor de fitness correspondiente a
los distintos genotipos, considerando asi la posible existencia de un conflicto sexual
intralocus (IASC) especifico de este polimorfismo (ver tablas 7 y 8).

El calculo del fitness se ha realizado en base al criterio de normalizacion o
estandarizacion que toma el mayor ratio observado/esperado como valor de referencia
igual a 1,00. De esta manera se obtienen valores de fithess para el resto de los

genotipos inferiores a la unidad.
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GENOTIPO  RATIO (OBS/ESP) RATIO (OBS/ESP)

GG 0,935 1,114

GA 0,904 1,032

AA 1,367 0,717
MUJERES HOMBRES

Tabla 7. Ratios de las frecuencias genotipicas. El valor se obtiene mediante la fraccion:
frecuencia observada (OBS) partido de la frecuencia esperada (ESP) en un equilibrio Hardy-

Weinberg.

Puede observarse en la Tabla 7 que los ratios para los genotipos GG y GA son
muy similares dentro del mismo género, mientras que ambos difieren respecto al ratio
del genotipo AA. Esta situacion es la misma que la encontrada en la valoracién del
modelo de herencia para las diferencias obtenidas entre géneros por el test de x?. Por
tanto, ambas aproximaciones son coherentes entre si e indican un valor selectivo

opuesto entre hombres y mujeres.

MUJERES HOMBRES
GG 0,684 1,000
GA 0,661 0,926
AA 1,000 0,644

Valores de fitness.

Tabla 8. Calculo de los valores de fithess para los diferentes genotipos. Se toma como

valor de normalizacion el valor de mayor ratio.

En la Tabla 8 se muestra que los genotipos GG y GA conservan valores de
fitness similares dentro de cada género, siendo el valor correspondiente al genotipo
AA el discrepante, analogamente a lo que sucede con el ratio y en coherencia a los
resultados obtenidos anteriormente en el calculo de los valores de x°.

Esta situacion, en la cual aparecen diferentes valores de fithess para un alelo o
un genotipo concreto en funcién del género en el que se presenta, describe un modelo
denominado "conflicto sexual intralocus” (IASC) para los alelos G y A del polimorfismo
rs4680 en la poblacién control no psiquiatrica, considerada como representativa de la

poblacion general de la cual se ha reclutado.
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Gréfica 2. Representacion grafica de los valores de fitness en poblacién control.

Por tanto, el alelo A tendria una accion recesiva, es decir, la influencia sobre el
valor de fitness se produce cuando este alelo esta presente en homocigosis. Esta
homocigosis actia de manera contrapuesta para cada uno de los géneros. Asi pues,
el genotipo AA supone una ventaja en el valor de fithess de la poblacion femenina,

mientras que el mismo genotipo produce una desventaja en la poblacién masculina.

3. RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES DEL SISTEMA
DOPAMINERGICO EN PACIENTES.

3.1. POBLACION DE PACIENTES CON ESQUIZOFRENIA SIN TUS.

Se genotiparon los polimorfismos rs4680, rs6323 y rs1799836 en la poblacion
de pacientes con esquizofrenia sin trastorno por uso de sustancias y se determinaron
las frecuencias alélicas y genotipicas. Para la valoracion de diferencias que implicaran
asociacion entre los polimorfismos y la situacion patolégica se realizaron test de x*
para contraste de hipétesis (prueba y* de Pearson). Se tuvieron en cuenta anélisis
multivariantes con diferentes variables de confusion demogréfica.

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para la distribucién de
frecuencias. En la Tabla 10 se exponen los resultados de asociacion para el andlisis
bésico del modelo codominante (valoracién independiente de los genotipos) y para la

accion alélica.
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POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs4680 (COMT) Mujeres GG 48 (31,79) G 180 (59,60)
GA 84 (55,63) A 122 (40,40)
AA 19 (12,58)
Hombres GG 58 (25,44) G 225 (49,34)
GA 109 (47,81) A 231 (50,66)
AA 61 (26,75)
rs6323 (MAO-A) Mujeres TT 88 (58,28) T 228 (75,50)
TG 52 (34,44) G 74 (24,50)
GG 11 (7,28)
Hombres (*) T 169 (74,12) T 169 (74,12)
G 59 (25,88) G 59 (25,88)
rs1799836 (MAO-B) Mujeres TT 46 (30,46) T 161 (53,31)
TC 69 (45,70) C 141 (46,69)
cc 36 (23,84)
Hombres (*) T 123 (53,95) T 123 (53,95)
Cc 105 (46,05) C 105 (46,05)

Tabla 9. Frecuencias alélicas y genotipicas en los polimorfismos pertenecientes a genes del
sistema dopaminérgico en poblacion de pacientes con esquizofrenia sin consumo. (*) Los
genes MAO-A y MAO-B estan en el cromosoma X, por ello los hombres son hemicigéticos y las
frecuencias genotipicas coinciden con las alélicas.

POLIMORFISMO ~ GENERO MODELODEAJUSTE ~ x*  GL. Valorp. oppsR (95% IC)

rs4680 (COMT) Mujeres Codominante 8,9854 2 0,0112
Alelos 3,6445 1 0,0563 0,74[0,54;1,01]

Hombres Codominante 10,1789 2 0,0062
Alelos 9,4480 1 0,0021 1,61[1,19;2,19]

rs6323 (MAO-A) Mujeres Codominante 0,5765 2 0,7496
Alelos 0,0355 1 0,8505 0,97 [0,68 ; 1,38]

Hombres Codominante /Alelos 0,6121 1 0,4340 1,22 [0,74 ; 2,02]

rs1799836 (MAO-B) Mujeres Codominante 0,0551 2 0,9728

Alelos 0,0450 1 0,8320 0,97 [0,71; 1,31]

Hombres Codominante/Alelos 0,5035 1 0,4780 1,17[0,76 ; 1,79]

Tabla 10. Resultados de asociacién en los polimorfismos de genes pertenecientes al sistema
dopaminérgico.
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Para el SNP rs4680 se contrastaron los diversos modelos de herencia posibles,
encontrando que los resultados se ajustaban Optimamente a un modelo de herencia

recesivo para el alelo A (ver Tabla 11).

rs4680 (COMT) GENERO GENOTIPO CNTR,N (%) ESQZ N(%) %2  Valorp. ODDS-R (95% IC)

Mujeres GG+GA 135 (74,59) 132 (87,42) 8,6085 0,0034 0,42 [0,24 ;0,76]

AA 46 (25,41) 19 (12,58)

Hombres  GG+GA 117 (86,67) 167 (73,25) 89702 0,0027 2,37 [1,33;4,22]

AA 18 (13,33) 61 (26,75)

Tabla 11. Ajuste de resultados a un modelo de herencia recesivo para el alelo A del
polimorfismo rs4680 y valores de asociacion para dicho modelo.

Los célculos a priori del nimero necesario de pacientes para obtener una
potencia estadistica del 80% indicaban valores de 134 mujeres y 187 hombres.
Superadas estas cifras en la muestra reclutada, las potencias estadisticas obtenidas
finalmente a posteriori son de un 84,4% para la muestra de mujeres y de un 86,86%
para la muestra de hombres.

Por lo tanto, se estima que los resultados son consistentes para aceptar la
asociacion del polimorfismo rs4680 con la situacion patologica de esquizofrenia.

De manera similar a lo que sucedia en la poblacion control, también se
comprueba que existe una marcada diferencia de distribucion en las frecuencias del
polimorfismo rs4680 dentro de la propia poblacion de pacientes. En esta poblacién la
frecuencia del genotipo AA presenta un valor contrapuesto. Asi pues, en poblacion con
esquizofrenia, la frecuencia del genotipo AA es mayor en hombres que en mujeres.
Estas diferencias son estadisticamente significativas y permiten sacar, de manera
independiente incluso en ausencia de la poblacion control, las mismas conclusiones

respecto al genotipo AA que las enunciadas en el apartado anterior.

rs4680 (COMT) %2 Valor p. ODDS-R (95% IC)
Codominante 11,0438 0,0040

Alelos 7,6869 0,0056 1,51[1,13-2,03]

Modelo Recesivo 10,9554 0,0009 2,54 [1,44 - 4,46]

Tabla 12. Diferencias significativas en la comparacion entre el grupo de hombres y el de
mujeres en la poblacion de pacientes con esquizofrenia sin consumo. En este caso el célculo
de potencia estadistica es del 92,65%.
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Por consiguiente, los resultados muestran una asociacion tanto en la poblacion
masculina como en la femenina, pero se evidencia una diferencia de sentido en las
dos poblaciones. En la poblacion masculina, al comparar las frecuencias entre
controles y pacientes, aparece un aumento muy marcado del genotipo AA, que pasa
de un 13,33% a un 26,75%. Esto indica que el genotipo AA se muestra como un
genotipo de riesgo vinculado a la patologia. El ajuste de las frecuencias ofrece como
resultado un modelo de herencia recesivo para el alelo A (ver Tabla 11).

En la poblacion femenina se observa el proceso contrario, una reduccion en la
frecuencia del genotipo AA en el grupo de pacientes con respecto a la poblaciéon
control, de modo que se pasa de un 25,41% de individuos AA a un 12,58%. De igual
modo, el modelo de herencia que mejor se ajusta a los resultados es el de herencia
recesiva para el alelo A, interpretandose en consecuencia que el genotipo AA es
protector (riesgo reducido) o que los genotipos Gperador SON de riesgo.

En cuanto a los polimorfismos rs6323 y rs1799836 de los genes MAO-A y
MAO-B, respectivamente, no muestran desviaciones en sus frecuencias alélicas o
genotipicas, evidenciando distribuciones similares entre la muestra de poblacion
control y la muestra de pacientes con esquizofrenia. Asi pues, no se obtuvieron

resultados de asociacién positivos ni en el grupo masculino ni en el femenino.

3.2. POBLACION CON PSICOSIS DUAL.

En la Tablal3 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas en
la poblacién con psicosis dual para el polimorfismo rs4680 del gen COMT.

La menor incidencia de psicosis dual en la poblacién femenina no ha permitido
reclutar un numero de participantes suficiente que posibilite obtener diferencias
estadisticamente significativas cuando existen desviaciones de la distribucién de
frecuencias. No se han obtenido, por lo tanto, resultados positivos de asociacion. No
obstante, aunque el nimero poblacional es pequefio, se muestra homogéneo respecto
a la poblacién femenina de esquizofrenia sin consumo.

En la poblacion masculina se observa que la distribucion de frecuencias
alélicas y genotipicas es similar a la de la poblacion masculina con esquizofrenia sin
TUS. Consecuentemente, se encuentra una asociacidn positiva respecto a la

poblacion control que se ajusta también a un modelo recesivo de herencia para el alelo
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A, siendo por lo tanto el genotipo AA el vinculado a la situacién patolégica y el que se

configura como un genotipo de riesgo.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs4680 (COMT) Mujeres GG 7 (46,67) G 19 (63,33)
GA 5 (33,33) A 11 (36,67)
AA 3(20,00)
Hombres GG 27 (24,77) G 110 (50,46)
GA 56 (51,38) A 108 (49,54)
AA 26 (23,85)

Tabla 13. Resultados en el polimorfismo rs4680 del gen COMT en poblacion de
pacientes con psicosis dual.

POLIMORFISMO GENERO MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)
rs4680 (COMT) Mujeres Codominante 1,8351 2 0,3995
Alelos 1,3763 1 0,2407 0,63[0,30; 1,37]
Hombres Codominante 5,9840 2 0,0502
Alelos 55645 10,0183 1,54[1,08;2,21]

Tabla 14. Resultados de asociacion en el polimorfismo rs4680 del gen COMT.

El contraste entre la poblacién con esquizofrenia y la poblacién con psicosis
dual muestra que son poblaciones homogéneas. Esto indica una asociacion del
genotipo AA con la esquizofrenia independientemente de que esté o no presente el

trastorno por uso de sustancias.

4
(r(s:oehj% GENERO  GENOTIPO  CNTR,N (%)  DUAL, N (%) x2 Valorp.  ODDS-R (95% IC)
Hombres GG+GA 117 (86,67) 93(73,25) 45153 0,0336 2,04 [1,05; 3,95]

AA 18 (13,33) 28 (23,14)

Tabla 15. Asociacién del polimorfismo rs4680 siguiendo un modelo de herencia recesivo para
el alelo A en poblacién con psicosis dual.
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3.3. POBLACION CON TRASTORNO BIPOLAR SIN TUS.

Se genotipd a los pacientes incluidos en la muestra de trastorno bipolar
obteniendo la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo

rs4680. Estos resultados aparecen en la Tabla 16.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs4680 (COMT) Mujeres GG 18 (27,27) G 72 (54,55)
GA 36 (54,55) A 60 (45,45)
AA 12 (18,18)
Hombres GG 11 (26,19) G 46 (54,76)
GA 24 (57,14) A 38 (45,24)
AA 7 (16,67)

Tabla 16. Resultados en el polimorfismo rs4680 del gen COMT en poblacion de
pacientes con trastorno bipolar.

En esta poblacion se observa una similitud de frecuencias entre el grupo de
pacientes femenino y el masculino, a diferencia de las poblaciones control y de

pacientes con esquizofrenia.

POLIMORFISMO GENERO MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)
rs4680 (COMT) Mujeres Codominante 1,7270 2 0,4217
Alelos 0,0908 1 0,7632 0,94 [0,63 ; 1,40]
Hombres Codominante 1,0816 2 0,5823
Alelos 0,6584 1 04171  1,23[0,75;2,03]

Tabla 17. Resultados de asociacion para el polimorfismo rs4680. Comparacién entre

poblacién control y poblacién de pacientes con trastorno bipolar sin consumo.

POLIMORFISMO GENERO MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)
rs4680 (COMT) Mujeres Codominante 1,8724 2 0,3921
Alelos 1,3117 1 0,2521 1,27 [0,84 ; 1,91]
Hombres Codominante 2,8849 2 0,2363
Alelos 1,2688 1 0,2600 0,76 [0,47 ; 1,22]

Tabla 18. Resultados de contraste de frecuencias para el polimorfismo rs4680.

Comparacion entre poblacién con esquizofrenia y poblacién con trastorno bipolar.
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El contraste de hipétesis de estas poblaciones no indica diferencias
estadisticamente significativas ni al comparar con la poblacion control ni en el
contraste con la poblacién de pacientes con esquizofrenia.

Podria esperarse, dadas las diferencias entre la poblacién con esquizofrenia y
la poblacién control, que la poblacién con trastorno bipolar fuera similar a una u otra,
sin embargo se encuentra que no presenta diferencias significativas respecto a

ninguna de las otras dos.

3.4. COMPARACION DE FRECUENCIAS EN EL POLIMORFISMO rs4680 ENTRE
LAS POBLACIONES DEL ESTUDIO.

Las frecuencias genotipicas de la poblacién con trastorno bipolar son muy
similares entre los dos sexos, lo cual diferencia a esta poblacién tanto del grupo
control como de la muestra de pacientes con esquizofrenia.

Valorando independientemente cada género, puede observarse que la
poblacion con trastorno bipolar presenta unas frecuencias intermedias entre la
poblacion control y la poblacién con esquizofrenia (ver gréficas 3 y 4) generando una
tendencia.

Se observa, por lo tanto, variaciones en la muestra de pacientes con trastorno
bipolar que estan en consonancia con lo observado en esquizofrenia. De este modo,
en poblacién masculina hay un aumento de la frecuencia del genotipo AA con respecto
a los controles, el cual es menos marcado que en esquizofrenia, no apareciendo
consecuentemente un valor significativo. A su vez, en poblacion femenina de
pacientes se observa un descenso de la frecuencia del genotipo AA con respecto a los
controles pero en menor medida que en esquizofrenia. Son este aumento y esta
disminucion los que sitian a la poblaciéon de pacientes con trastorno bipolar en unas
frecuencias intermedias entre la poblacién control y la poblaciébn con esquizofrenia,
guedando igualadas entre ambos géneros.

Al representar estos resultados (ver graficas 3 y 4) y ajustarlos a una
correlacion lineal, se obtiene una fuerte asociacion. En el caso de la correlacion de la
poblaciéon femenina se encuentra un valor r = - 0,994, es decir, una correlacion
negativa, mientras que en poblacion masculina el valor de correlacion es de r = 0,922.

Aparece, por lo tanto, un modelo coherente en los resultados obtenidos en las
poblaciones de pacientes, si bien no debe considerarse al trastorno bipolar como un

fenotipo intermedio.
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PPORCENTAJES DEL GENOTIPO -AA-rs4680

CONTROL TRASTORNO BIPOLAR ESQUIZOFRENIA

Grafica 3. Porcentajes del genotipo AA en rs4680 en las 3 poblaciones sin consumo dentro de

la muestra femenina. Coeficiente de correlacion negativo, r = - 0,994.
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Gréfica 4. Porcentajes del genotipo AA en rs4680 en las 3 poblaciones sin consumo dentro de

la muestra masculina. Coeficiente de correlacion positivo, r = 0,922.

3.5. ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE LOS GENES DEL SISTEMA
DOPAMINERGICO.

Los polimorfismos en los genes MAO-A y MAO-B no presentaban asociacion
con la aparicion de la esquizofrenia, tal y como ha sido expuesto. No obstante, esto no
descarta que pudiera existir una influencia de pequefio peso sobre la patologia que no
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se estuviera detectando estadisticamente, la cual si podria manifestarse a través de
epistasias genéticas. Estas epistasias pueden valorarse mediante el analisis de las
correlaciones entre los genotipos de distintos genes, es decir, a través de la
comparacion de las frecuencias de los genotipos combinados formados por dos 0 mas

polimorfismos.

RATIO
LGBoTo e gsg RO x2 ve»  ooosmemic)
Gportador—-T  89(65,93) 126 (55,26) 0,8383 3,9922 0,0457 0,64 [0,41 ; 0,99]
Gportador— G 28(20,74) 41 (17,98) 0,8670 0,4190 05174 0,84 [0,49 ; 1,43]
AA-T 16 (11,85) 43 (18,86) 1,5913 3,0592  0,0803 1,73[0,93 ; 3,21]
AA-G 2 (1,48) 18 (7,89) 5,3289 6,6990 0,0096 (1)  5,70[1,30 ; 24,9]

10,860  0,0125 (*)

Tabla 19. Andlisis de asociacion en COMT y MAO-A en poblaciéon masculina. CTR: controles.
ESQ: esquizofrenia. (1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos seran
aquellos con un valor (p) inferior a 0,0125.

*) x>=10,860; p = 0,01251 ; GL = 3.

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos para los genotipos
formados por el polimorfismo rs4680 y rs6323. Aunque pueden probarse los diferentes
modelos de herencia en el estudio de la posible epistasia, en este caso, se utiliza el
modelo obtenido para rs4680 en el andlisis de asociacion independiente, es decir, un
modelo recesivo. Se establecen, por lo tanto, dos categorias; la primera (Gporador) SETia
la formada por el conjunto de los genotipos GG y GA, la segunda seria la formada por
el genotipo homocigoto AA. En el caso del polimorfismo rs6323, dado que el gen esta

en el cromosoma X, los hombres son hemicigotos y por ello sélo existen dos genotipos

posibles, T o G.
RATIO
rs46(53;c|)E ’:I?ST 1%)9836 r\? L/f) 5%/%) %ESQ/%cTR) X2 valorp ODDS-R (85% Cl)
G portador — T 67 (49,63) 97 (42,54) 0,8572 1,7189  0,1898 0,75 [0,49 ; 1,15]
G portador — C 50(37,04) 70 (30,70) 0,8289 15379 0,2149 0,75 [0,48 ; 1,18]
AA-T 11(8,15) 26 (11,40) 1,3995 09816 0,3218 1,45 [0,69 ; 3,04]
AA-C 7(519)  35(15,35) 2,9605 85644 0,0034 (1)  3,32[L43;7,69]

10,430  0,0153 (*)

Tabla 20. Analisis de asociaciéon en COMT y MAO-B en poblacién masculina. CTR: controles.
ESQ: esquizofrenia. (1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos seran
aquellos con un valor (p) inferior a 0,0125.

(*) %2 =10,430; p =0,0153 ; GL = 3.

Resultados similares pueden observarse en la Tabla 20. En ella se muestran
las distribuciones de las frecuencias en la poblacion control y en la de pacientes con

esquizofrenia para el genotipo combinado de rs4680 y rs1799836.
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En estas distribuciones de frecuencias aparecen valores (p) que entran en el
rango de significacién y, por lo tanto, podria considerarse que estos polimorfismos
estan asociados. Sin embargo, deben aplicarse determinados criterios para evaluar
estos resultados.

En primer lugar estos valores de significacion no son mayores que los que se
han obtenido para el genotipo individual del polimorfismo rs4680 en el gen COMT, por
lo que parte de la desviacion en la distribucion general de frecuencias, y por tanto la
significacion, se debe a la propia variacion de frecuencias que existe en el SNP
rs4680. El segundo criterio seria considerar que si bien el segundo polimorfismo no
tiene asociacion en si mismo, y por tanto desviacion de las frecuencias en el conjunto
completo, si podrian aparecer desviaciones de dichas frecuencias internamente en
una de las dos categorias de rs4680, es decir, en el subgrupo de genotipo AA o en el
de genotipo Gporador- Aparecerian asi diferencias con respecto a las frecuencias de los
SNP rs6323 y rs1799836 en uno de los genotipos rs4680 pero no en el otro, o incluso
podrian aparecer desviaciones contrapuestas. Siguiendo este criterio tampoco se
encuentran valores de asociacion resefiables. El tercer criterio, y de sentido mas
estricto para una epistasia, estableceria que el genotipo del segundo polimorfismo
podria modificar la expresion del primero. En este caso significaria que en funcién del
genotipo presente en el segundo polimorfismo se podria modificar la direccionalidad
del OR, esto es, que la vinculacion de riesgo o proteccion se alterara. Esta posibilidad
no se observa en las distribuciones de frecuencias mostradas.

En la poblacién femenina se realizaron analisis similares. En este caso se
utiliza el mismo modelo de herencia recesiva para el polimorfismo rs4680 del gen
COMT descrito anteriormente. Por otra parte, teniendo en cuenta que los resultados
independientes de los SNP rs6323 y rs1799836 no mostraban una asociacion positiva,
0 una tendencia destacable, no se ha asumido un modelo de herencia a priori y se

valoran los genotipos por separado (modelo codominante).

GENOTIPO CTR ES RATIO
rs4680 — rs6323 N (%) N (t%) %ESQ/%cTR) ~ X2 Valorp  ODDS-R(95% Cl)
Gportador—TT 79 (43.65) 75 (49.67) 1,1380 1,006  0,2732 1,27 0,83 ; 1,97]
Gportador—TG 48 (26,52) 48 (31,79) 1,1987 11118  0,2917 1,29 [0,80 : 2,08]
G portador — GG 8 (4,42) 9(5,96) 1,3485 0,4021  0,5260 1,37[0,52 : 3,64]
AA—TT 22 (12,150) 13 (8,61) 0,7083 1,0973  0,2949 0,68 [0,33 ; 1,40]
AA—TG 21(11,60) 4 (2,65) 0,2283 94770 0,021  0,21[0,07:; 0,62]
AA - GG 3 (1,66) 2 (1,32) 0,7991 0,0615 0,8041 0,80 [0,13 ; 4,83]

11,620  0,0404 (*)

Tabla 21. Andlisis de asociacion en COMT y MAO-A en poblacién femenina. CTR: controles.
ESQ: esquizofrenia. (1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos seran
aquellos con un valor (p) inferior a 0,0083.

*) X2 =11,620 ; GL =5; p = 0,0404.
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En la Tabla 21 se presentan los datos correspondientes a la correlacion entre
los polimorfismos rs4680 y rs6323 en poblacién femenina, y en la Tabla 22 aparecen

los resultados obtenidos para la correlacion entre rs4680 y rs1799836.

RATIO
463010179083 N9 NO)  (kEsQ/ocT) X2 Valorp  ODDSR(95%C
Gportador - TT 37 (20,44) 44 (29,14) 1,4255 3,3758 0,0662 1,60 [0,97 ; 2,65]
Gportador—-TC  65(35,91) 59 (39,07) 1,0880 0,3516 0,5532 1,14[0,73 ; 1,79]
Gportador - CC 33 (18,23)  29(19,21) 1,0534 0,0513 0,8207 1,07 [0,61 ; 1,85]
AA-TT 16 (8,84)  2(1,32) 0,1498 9,0674 10,0026 (1) 0,14 [0,03;0,61]
AA-TC 19 (10,50) 10 (6,62) 0,6309 1,5504 0,2131 0,60[0,27 ; 1,34]
AA-CC 11(6,08) 7 (4,64) 0,7628 0,3336 0,5635 0,75 [0,28 ; 1,99]

13,120  0,0223 (*)

Tabla 22. Analisis de asociacion en COMT y MAO-B en poblacién femenina. CTR: controles.
ESQ: esquizofrenia. (1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos seran
aquellos con un valor (p) inferior a 0,0083.

*)%2=13,12;GL=5; p = 0,0223.

En la poblacion femenina los valores obtenidos para los genotipos combinados
de los dos genes son menores, por tanto mas significativos, que los que aparecian en
el genotipo independiente de rs4680 (COMT). Por tanto, podria considerarse que
existe una correlacién entre los loci de los dos genes en la poblaciéon de mujeres, dado
que se cumple el primero de los criterios utilizados para evaluar si existe una
correlacion entre los genotipos de los diferentes polimorfismos. Sin embargo las
diferencias en la distribucién de frecuencias de los SNP rs6323 y rs1799836 en el
subgrupo de mujeres con genotipo AA en rs4680 no muestra diferencias significativas
(x*= 3,46; valor (p)=0,177; g.l.=2 para rs6323. %°=4,06; (p)=0,132; g..=2 para
rs1799836). Tampoco aparecen diferencias en el grupo de genotipo Gportador-

Asumir los diferentes modelos de herencia para agrupar los distintos genotipos
y ganar poder estadistico no ha marcado grandes diferencias en los resultados y a su
vez no existe una clara determinacién del modelo a seguir que justifique la asuncién
del mismo. En cuanto al tercer criterio, tampoco se observa un cambio en la

direccionalidad del riesgo del genotipo en rs4680 en funcién del segundo polimorfismo.

Por todo ello, puede determinarse que no aparece una correlacion entre los
polimorfismos del sistema dopaminérgico ni en la muestra poblacional masculina ni en
la muestra poblacional femenina. En consecuencia, no puede afirmarse que exista

epistasia entre estos polimorfismos genéticos.
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4. RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES DEL SISTEMA
ENDOCANNABINOIDE EN PACIENTES.

Las diversas poblaciones de pacientes fueron genotipadas obteniendo con ello
las frecuencias alélicas y genotipicas. En los 3 polimorfismos del sistema
endocannabinoide las poblaciones masculina y femenina eran homogéneas en su
distribucion de frecuencias y no presentaban diferencias estadisticamente
significativas entre si.

4.1. POBLACION DE PACIENTES CON ESQUIZOFRENIA SIN TUS.

El contraste de frecuencias entre la poblacion control y la poblaciéon de
esquizofrenia sin consumo de sustancias no ofrece valores significativos para ninguno
de los polimorfismos pertenecientes al sistema endocannabinoide, tanto para las
frecuencias alélicas como para los diferentes modelos de herencia evaluados.

No se encuentra, por lo tanto, una asociacién de estos polimorfismos con la
esquizofrenia sin consumo.

En las tablas 24a y 24b se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas en
esta poblacion. En las tablas 25 y 26 se muestran los valores obtenidos para un test x*

de asociacion entre los polimorfismos y la patologia.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
(AAT)n (CNR1) Muijeres LL 82 (54,30) L 217 (71,85)
@) LC 53 (35,10) Cc 85 (28,15)
cC 16 (10,60)
Hombres LL 108 (47,37) L 308 (67,54)
LC 92 (40,35) Cc 148 (32,46)
cCc 28 (12,28)
Combinada LL 190 (50,13) L 525 (69,26)
LC 145 (38,26) C 233 (30,74)
cc 44 (11,61)

Tabla 24a. Frecuencias alélicas y genotipicas en el polimorfismo (AAT)n. (1) Se ha utilizado la
notacién (L) para los alelos largos, 11 repeticiones o mas, y (C) para los alelos cortos, 10
repeticiones o menos.
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POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs35761398 (CNR2) Muijeres ccicc 50 (33,11) cc 169 (55,96)
@ CC/TT 69 (45,70) TT 133 (44,04)
TT/TT 32 (21,19)
Hombres ccicc 66 (28,95) cc 244 (53,51)
CCITT 112 (49,12) 1T 212 (46,49)
TT/TT 50 (21,93)
Combinada Cc/cC 116 (30,61) cc 413 (54,49)
CCITT 181 (47,76) TT 345 (45,51)
TT/TT 82 (21,64)
rs324420 (FAAH) Mujeres CC 95 (62,91) C 238 (78,81)
CA 48 (31,79) A 64 (21,19)
AA 8 (5,30)
Hombres cC 159 (69,74) Cc 377 (82,68)
CA 59 (25,88) A 79 (17,32)
AA 10 (4,39)
Combinada cC 254 (67,02) Cc 615 (81,13)
CA 107 (28,23) A 143 (18,87)
AA 18 (4,75)

Tabla 24b. Frecuencias alélicas y genotipicas en los polimorfismos rs35761398 y rs324420.

(1) El polimorfismo rs35761398 es un dinucledtido.

POLIMORFISMO GENERO MODELO DE AJUSTE %2 G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)
(AAT)n (CNR1) Mujeres Codominante 0,8757 2 0,6454
Alelos 0,0275 1 0,8682 0,97 [0,69 ; 1,36]
Hombres Codominante 3,6830 2 0,1586
Alelos 3,4419 1 0,0635 1,37[0,99; 1,92]
Combinada Codominante 1,6068 2 0,4478
Alelos 1,712 1 0,1907 1,17 [0,93; 1,48]

Tabla 25. Valores de asociacion en el polimorfismo (AAT)n del gen CNR1.
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POLIMORFISMO GENERO  MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)

rs35761398 (CNR2) Mujeres Codominante 0,2841 2 0,8676
Alelos 0,0017 1 0,9672 0,99 (0,73 ; 1,35]

Hombres Codominante 0,5722 2 0,7512
Alelos 0,5315 1 0,4660 1,12 [0,83;1,52]

Combinada Codominante 0,3441 2 0,8419
Alelos 0,3250 1 0,5686 1,06 [0,86 ; 1,31]

rs324420 (FAAH) Mujeres Codominante 2,2816 2 0,3196
Alelos 0,4669 1 0,4944 1,14[0,78 ; 1,67]

Hombres Codominante 1,5351 2 0,4641
Alelos 1,0453 1 0,3066 0,81 [0,56 ; 1,20]

Combinada Codominante 2,5685 2 0,2769
Alelos 0,1265 1 0,7221 0,95[0,73; 1,24]

Tabla 26. Resultados de asociacion en los polimorfismos de genes CNR2 y FAAH,
pertenecientes al sistema endocannabinoide. Poblacion con esquizofrenia sin TUS.

4.2. POBLACION DE PACIENTES CON PSICOSIS DUAL.

La poblacién de pacientes con psicosis dual se constituyé como una poblacion
independiente obtenida por segregacion a partir de la poblacion general de pacientes
con esquizofrenia. En este contexto, resulta de especial interés el grupo de pacientes
que presenta un trastorno por uso de sustancias con un consumo principal de
cannabis y, por ello, se establecié como criterio para la seleccion de los individuos de
este grupo. Dentro de esta muestra existe a su vez un grupo de consumidores que
presentan policonsumo (48%), es decir, cannabis y otras sustancias. Sus frecuencias
alélicas y genotipicas eran homogéneas con el grupo de consumo exclusivo de
cannabis. En concordancia con todo ello, los pacientes con consumo principal de
alcohol o cocaina fueron excluidos del estudio. En la Tabla 27 se muestran las
frecuencias alélicas y genotipicas para los polimorfismos pertenecientes a genes del
sistema endocannabinoide. Pueden observarse en los resultados del polimorfismo
rs35761398 diferencias estadisticamente significativas en la distribuciéon de las
frecuencias alélicas cuando se comparan la poblacion control con el grupo de psicosis
dual (ver Tabla 28). Estas diferencias se deben al aumento en la frecuencia de
individuos de genotipo heterocigoto (CC/TT) y de genotipo homocigoto para el alelo
menos frecuente (TT/TT) en la poblacion de pacientes. Esto indica una accion

dominante del alelo TT en su vinculacion con el fenotipo patolégico.
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POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
(AAT)n (CNR1) Mujeres LL 8 (53,33) L 20 (66,67)
LC 4 (26,67) c 10 (33,33)
cC 3 (20,00)
Hombres LL 50 (45,87) L 148 (67,89)
LC 48 (44,04) c 70 (32,11)
cc 11 (10,09)
Combinada LL 58 (46,77) L 168 (67,74)
LC 52 (41,94) Cc 80 (32,26)
cc 14 (11,29)
rs35761398 (CNR2) Mujeres CcC/cC 1(6,67) cC 12 (40,00)
CC/TT 10 (66,67) TT 18 (60,00)
TT/TT 4 (26,67)
Hombres Cc/cC 23 (21,10) cc 106 (48,62)
CCITT 60 (55,05) 1T 112 (51,38)
TTTT 26 (23,85)
Combinada CC/cC 24 (19,35) cc 118 (47,58)
CCT 70 (56,45) 1T 130 (52,42)
TT/TT 30 (24,19)
rs324420 (FAAH) Mujeres cC 10 (66,67) Cc 25 (83,33)
CA 5 (33,33) A 5 (16,67)
AA 0 (00,00)
Hombres cC 80 (73,39) C 186 (85,32)
CA 26 (23,85) A 32 (14,68)
AA 3(2,75)
Combinada CC 90 (72,58) C 211 (85,08)
CA 31 (25,00) A 37 (14,92)
AA 3(2,42)

Tabla 27. Frecuencias alélicas y genotipicas en los polimorfismos pertenecientes a genes del
sistema endocannabinoide en la poblacion de pacientes con psicosis dual. (1) En el
polimorfismo (AAT)n se ha utilizado la notacion (L) para los alelos largos, 11 repeticiones o
mas, y (C) para los alelos cortos, 10 repeticiones 0 menos. (2) El polimorfismo rs35761398 es
un dinucledtido.
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rs35761398 (CNR2)  GENOTIPO CTR,N (%) DUAL,N(%) y2  Valorp. ODDS-R (95% IC)

ccicc 101 (31,96) 24 (19,35) 6,9595 0,0083 1,96 [1,18 ; 3,24]

CCITT+TT/TT 215 (68,04) 100 (80,65)

Tabla 28. Ajuste de los resultados del polimorfismo rs35761398 a un modelo de herencia
dominante para el alelo TT. Potencia del 76,89%.

En esta asociacion la potencia estadistica es del 76,89%. Aungque no alcanza el
80% con el que se disefa idealmente el test, puede considerarse un valor éptimo.

Se considerd importante el hecho de que en la bibliografia referente a este
polimorfismo se muestra que esta en desequilibrio de ligamiento con otro polimorfismo
dentro de este gen (Ishiguro et al., 2009). Este polimorfismo es el rs12744386. La
implicacion funcional conjunta de los polimorfismos en la accién del receptor y la
descripcion de haplotipos poco frecuentes en otras poblaciones ha motivado que se
genotipara este segundo polimorfismo de CNR2 en vistas a determinar si aparecian o
no dichos haplotipos en la poblacién del presente estudio.

Se genotiparon tanto la poblacién control como la poblaciéon de patologia dual
determinandose que la correspondencia de haplotipo entre los polimorfismos
rs12744386 y rs35761398 en la poblacion estudiada era del 100%, siendo los
haplotipos presentes: C-CCy T-TT.

Los haplotipos alternativos de estos, es decir, T - CCy C - TT, no han sido
encontrados en la poblacién estudiada.

En consonancia con estos resultados, el contraste de frecuencias entre la
poblaciéon con esquizofrenia sin TUS y la poblacién con psicosis dual (planteamiento
case-only), ofrece resultados estadisticamente significativos (ver Tabla 29). Esto indica
una vinculacion del polimorfismo rs356761398 especifica a la poblacion de psicosis
dual, es decir, a la situacion comoérbida de esquizofrenia y trastorno por uso de

sustancias con consumo principal de cannabis.

rs35761398

(CNR2) GENOTIPO ESQ,N (%) DUAL, N (%) x2 Valor p.  ODDS-R (95% IC)

ccicc 116 (30,61) 24 (19,35) 5,8892 0,0152 1,84[1,12;3,02]

CCTT+TT/TT 263 (69,39) 100 (80,65)

Tabla 29. Ajuste de los resultados del polimorfismo rs35761398 a un modelo de herencia
dominante para el alelo TT. Potencia del 69,48%.
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4.3. POBLACION DE CONSUMIDORES CON TRASTORNO POR USO DE
SUSTANCIAS.

La interpretacion del resultado obtenido para CNR2 implicaba la necesidad de
contrastar los valores de asociacion con una poblacion de consumidores que
cumpliera criterios de trastorno por uso de sustancias pero que no presentara
patologias del espectro psiquiatrico.

El nimero reclutado se consideré bajo para un contraste suficientemente
consistente y no pudo genotiparse a la poblacion en todos los polimorfismos que
conforman el presente estudio. Por tanto, los resultados ofrecidos se muestran como
preliminares y como indicacibn de lineas de trabajo a seguir en futuras
investigaciones. No obstante, si pudieron realizarse las determinaciones de los
polimorfismos mas informativos para este hallazgo, es decir, los polimorfismos en

genes del sistema endocannabinoide, cuyos resultados se muestran en la Tabla 30.

POLIMORFISMO  GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
(AAT)n (CNR1) LL 33 (57,89) L 86 (75,44)
@) LC 20 (35,09) c 28 (24,56)

cc 4(7,02)
rs35761398 (CNR2)  CCICC 21 (29,58) cc 76 (53,52)
@ cemT 34 (47,89) T 66 (46,48)

TTTT 16 (22,54)

r$324420 (FAAH) cc 53 (75,71) c 117 (83,57)
CcA 11 (15,71) A 23 (16,43)

AA 6 (8,57)

Tabla 30. Frecuencias alélicas y genotipicas en los polimorfismos pertenecientes a
genes del sistema endocannabinoide. (1) En el polimorfismo (AAT)n se ha utilizado la notacién
(L) para los alelos largos, 11 repeticiones o0 mas, y (C) para los alelos cortos, 10 repeticiones o
menos. (2) El polimorfismo rs35761398 es un dinucledtido.

La distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas es homogénea entre
hombres y mujeres, siendo ademas el ratio entre sexos dentro de la poblacién de
consumidores sin sintomas psiquiatricos muy similar al de la poblacién con psicosis
dual. Por consiguiente, el contraste de hipotesis se ha realizado utilizando las
poblaciones conjuntas sin segregacion por géneros.

En la Tabla 31 se muestran los valores de asociacion cuando se contrastan las

frecuencias entre controles y consumidores (TUS).
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POLIMORFISMO MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)

(AAT)n (CNR1) Codominante 0,3618 2 0,8345
Alelos 0,3177 1 0,5730 0,88 [0,56 ; 1,38]

rs35761398 (CNR2) Codominante 0,4757 2 0,7883
Alelos 0,4793 1 0,4887 1,14 [0,79 ; 1,64]
Dominante 0,1527 1 0,696 1,12 (0,64 ; 1,96]

rs324420 (FAAH) Codominante 10,9360 2 0,0042
Alelos 0,7574 1 0,3842 0,81 (0,49 ; 1,31]
Sobredominancia 8,1024 1 0,0044 2,63 [1,33;5,22]

Tabla 31. Resultados de asociacién en los polimorfismos de genes pertenecientes al
sistema endocannabinoide para el contraste de frecuencias entre la poblacién control y la
poblacién con trastorno por uso de sustancias.

Como puede observarse, tanto en los resultados de asociacion como en la
tabla de frecuencias, no existen diferencias entre la poblacion control y las poblacion
con TUS en la distribucion de frecuencias alélicas o genotipicas para el polimorfismo
rs35761398. Esto indicaria que no existe una asociacion entre el polimorfismo de
CNR2 y la situacién de consumo cuando no aparece como un trastorno comérbido a la
esquizofrenia.

Por otra parte, es destacable la aparicion de una asociacion del polimorfismo
rs324420 del gen FAAH con la situacién de consumo. Esta asociacion no se muestra
vinculada a un alelo concreto, sino al genotipo. Los valores de significacion del modelo
codominante y de sobredominancia (heterocigosis o ventaja del heterocigoto) resultan
muy similares, si bien el del modelo codominante es ligeramente mas significativo.

En cuanto a las frecuencias del polimorfismo de CNR2, al encontrar que la
poblacion de consumidores no muestra diferencias respecto a dos poblaciones que a
su vez son diferentes entre si (control y psicosis dual), se valora resaltar al menos la
tendencia que puedan presentar las frecuencias en las 3 poblaciones para facilitar asi
la posterior discusion y las conclusiones. Estas tendencias se muestran en la Tabla 32

y en la Grafica 5.

GENOTIPO CONTROLES (%) CONSUMO-TUS (%) PSICOSIS DUAL (%)

CcC/cC 31,96 29,58 19,35
CC/ITT 48,10 47,89 56,45
TT/TT 19,94 22,54 24,19

Tabla 32. Comparacién de los porcentajes en los genotipos del polimorfismo rs35761398.
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B CONTROLES
—_—] ——— T CONSUMO-TUS
PATOLOGIA DUAL

cc/cc cc/1T TT/TT

Grafica 5. Comparacion de los porcentajes en los genotipos de rs35761398.

4.4. POBLACION DE PACIENTES CON TRASTORNO BIPOLAR SIN TUS.

El contraste de frecuencias entre la poblacion control y la poblacion con
trastorno bipolar sin TUS no ofrece valores significativos para ninguno de los
polimorfismos del estudio dentro del sistema endocannabinoide, tanto para las

frecuencias alélicas como para los diferentes modelos de herencia evaluados.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs324420 (FAAH) Mujeres CcC 49 (74,24) C 113 (85,61)
CA 15 (22,73) A 19 (14,39)
AA 2 (3,03)
Hombres cCc 27 (64,29) c 67 (79,76)
CA 13 (30,95) A 17 (20,24)
AA 2 (4,76)
Combinada cCc 76 (70,37) c 180 (83,33)
CA 28 (25,93) A 36 (16,67)
AA 4(3,70)

Tabla 33. Frecuencias alélicas y genotipicas en el polimorfismo rs324420 en la poblacion con
trastorno bipolar sin TUS.

139



Resultados.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
(AAT)n (CNR1) Mujeres LL 34 (51,52) L 94 (71,21)
@ LC 26 (39,39) c 38 (28,79)
cc 6 (9,09)
Hombres LL 21 (50,00) L 58 (69,05)
LC 16 (38,10) C 26 (30,95)
cc 5 (11,90)
Combinada LL 55 (50,93) L 152 (70,37)
LC 42 (38,89) C 64 (29,63)
ccC 11 (10,19)
rs35761398 (CNR2) Mujeres CC/cC 24 (36,36) cc 77 (58,33)
@) CC/TT 29 (43,94) TT 55 (41,67)
TT/TT 13 (19,70)
Hombres CcC/cC 20 (47,62) cc 54 (64,29)
CC/TT 14 (33,33) TT 30 (35,71)
TT/TT 8 (19,05)
Combinada CcC/cC 44 (40,74) CcC 131 (60,65)
CC/TT 43 (39,81) TT 85 (39,35)
TT/TT 21 (19,44)

Tabla 34. Frecuencias alélicas y genotipicas en los polimorfismos (AAT)n y rs35761398 del
sistema endocannabinoide. (1) En el polimorfismo (AAT)n se ha utilizado la notacion (L) para
los alelos largos, 11 repeticiones o mas, y (C) para los alelos cortos, 10 repeticiones o menos.
(2) El polimorfismo rs35761398 es un dinucledtido.

Se han comparado también las diferencias que pudieran existir en la poblacién
de pacientes con trastorno bipolar respecto a la poblacién con esquizofrenia y con
psicosis dual, encontrando una diferencia muy marcada con respecto a la poblacién de
pacientes con patologia dual (ver Tabla 35). Estos resultados muestran, por lo tanto,
coherencia al asociar el genotipo del polimorfismo rs35761398 a la situacion de
trastorno por uso de sustancias siempre desde la perspectiva de una patologia
psiquiatrica comérbida. Sin embargo, el reducido nimero de pacientes con trastorno
bipolar que presentaban ademas un trastorno por uso de sustancias (12 individuos),
impide determinar resultados consistentes que posibiliten observar tendencias que

puedan ser interpretadas, ni obtener valores con diferencias significativas. En
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cualquier caso, las frecuencias son similares a las de la poblacion control (33'33%
CC/CC y 66’66% TTportador).

rs35761398 (CNR2) x2 Valor p. ODDS-R (95% IC)
Codominante 12,8797 0,0016
Alelos 7,9281 0,0049 0,59 [0,41-0,85]
Modelo Dominante 12,7419 0,0004 0,35 [0,19-0,63]

Tabla 35. Diferencias significativas en la comparacién de poblaciéon de pacientes con
trastorno bipolar frente a poblacion de pacientes con patologia dual.

4.5. COMPARACION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS DEL POLIMORFISMO DE
TIPO MICROSATELITE (AAT)n EN EL GEN CNR1.

El genotipado por analisis de fragmentos para el polimorfismo de tipo
microsatélite (AAT)n del gen CNR1 permiti6 determinar las frecuencias alélicas y
genotipicas de los individuos pertenecientes a las diferentes poblaciones reclutadas.
Habitualmente, debido a que este polimorfismo presenta 9 alelos posibles, suelen
agruparse en 2 categorias diferentes: alelos cortos y alelos largos, con el fin de
aumentar la potencia estadistica. El alelo que separa una categoria de otra es el alelo
5, pues a partir de las 11 repeticiones del triplete AAT correspondientes a este alelo,
parece existir una accion diferencial sobre la transcripcion del gen CNR1. Se ha
realizado un analisis siguiendo dicho criterio, cuyos resultados ya han sido mostrados.
Por otra parte, dado el elevado numero de individuos genotipados para este
polimorfismo en el presente trabajo, también se han contrastado los resultados por
alelos individuales, sin realizar dicha agrupacion. Las frecuencias halladas se
muestran en la Tabla 36.

Resaltan dos cuestiones en el estudio de este polimorfismo. En primer lugar,
puede observarse, tanto en la Tabla 36 como en la Gréfica 7, que existe una diferencia
en la frecuencia del alelo 4, equivalente a 10 repeticiones del triplete AAT. Este
aumento de frecuencia del alelo 4 aparece en poblacién con esquizofrenia, pero es
mas acusada en poblacion con psicosis dual. No obstante, estas diferencias no
resultaron significativas. En segundo lugar puede observarse que el alelo 3,
correspondiente a 9 repeticiones, Unicamente aparece en las poblaciones con
patologia, ya sea esquizofrenia, psicosis dual, trastorno bipolar o trastorno por uso de

sustancias.
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Alelos (AAT)n en CNR1

POBLACION 1 2 3 4 5 6 7 8 9
MUJERES (N) 9 0 0 95 23 64 70 90 11
% 249 0,00 0,00 26,24 6,35 17,68 19,34 24,86 3,04
CONTROL HOMBRES (N) 9 0 0 61 22 44 57 70 7
% 3,33 0,00 0,00 2259 8,15 16,30 21,11 2593 2,59
COMBINADA (N) 18 0 0 156 45 108 127 160 18
% 2,85 0,00 000 2468 7,12 17,09 20,09 2532 2,85
MUJERES (N) 11 0 1 73 16 67 61 70 3
% 3,64 0,00 0,33 24,17 530 22,19 20,20 23,18 0,99
ESOUIZOFRENIA HOMBRES (N) 10 0 8 130 17 69 92 119 11
% 2,19 0,00 1,75 2851 3,73 1513 20,18 26,10 241
COMBINADA (N) 21 0 9 203 33 136 153 189 14
% 2,77 0,00 1,19 26,78 435 17,94 20,18 24,93 1,85
MUJERES (N) 1 0 0 9 3 4 9 2 2
% 3,33 0,00 0,00 30,00 10,00 13,33 30,00 6,67 6,67
PATOLOGIA HOMBRES () 3 0 1 66 17 33 42 51 5
(SQDzli?bS) % 1,38 0,00 046 30,28 7,80 1514 19,27 23,39 2,29
COMBINADA (N) 4 0 1 75 20 37 51 53 7
% 1,61 0,00 0,40 30,24 8,06 1492 20,56 21,37 2,82
MUJERES (N) 3 0 2 33 10 21 22 41 0
% 2,27 000 152 2500 758 1591 16,67 31,06 0,00
TRASTORNO HOMBRES (N) 2 0 0 24 9 11 18 17 3
BIPOLAR % 2,38 000 000 2857 10,71 13,10 21,43 20,24 3,57
COMBINADA (N) 5 0 2 57 19 32 40 58 3
% 231 0,00 093 26,39 8,80 14,81 1852 26,85 1,39
MUJERES (N) 0 0 0 2 0 1 0 1 0
% 0,00 0,00 0,00 50,00 0,00 2500 0,00 2500 0,00
PATOLOGIA HOMBRES() 0 0 O 6 2 4 4 4 0
(TBD+U¢bs) % 0,00 0,00 0,00 30,00 10,00 20,00 20,00 20,00 0,00
COMBINADA (N) 0 0 0 8 2 5 4 5 0
% 0,00 0,00 0,00 3333 8,33 20,83 16,67 20,83 0,00
MUJERES (N) 1 0 1 11 2 3 8 8 1
% 286 0,00 2,86 3143 5,71 8,57 2286 22,86 2,86
TUS HOMBRES (N) 1 0 0 27 4 8 18 20 1
% 1,27 0,00 0,00 34,18 5,06 10,13 22,78 25,32 1,27
COMBINADA (N) 2 0 1 38 6 11 26 28 2
% 1,75 0,00 0,88 3333 526 9,65 2281 2456 1,75

Tabla 36. Resultados obtenidos para los 9 alelos de (AAT)n del gen CNR1 en las poblaciones

de estudio. SQZ (Esquizofrenia). TB (Trastorno Bipolar). TUS (Trastorno por uso sustancias).
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Ninguno de los 316 individuos control portaba el alelo 3. El contraste de
hipétesis entre la poblacion control y la poblacién con esquizofrenia arroja un resultado
significativo (p = 0,0060). Sin embargo, dado que se trata de 9 alelos diferentes y que
las comparaciones para la presencia de cada alelo son equivalentes, se hace preciso
la aplicacién de la correccién de Bonferroni que ajuste el nivel de significacion a las
comparaciones realizadas. Aplicada la correccién de Bonferreni, este valor de (p)
quedaria fuera del limite de significacion, por lo que no puede establecerse un
resultado de asociacion de este alelo con la psicosis dual ni con la esquizofrenia sin
consumo. Debe afiadirse, por ultimo, que ha sido referenciada en la bibliografia la
presencia de un alelo 10 equivalente a 16 repeticiones del triplete AAT (Ponce et al.,
2003). En el presente trabajo no se encontré ningun portador de este alelo en ninguno
de los 1006 individuos genotipados y distribuidos entre las diferentes poblaciones.
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Grafica 7. Comparacion de porcentajes para los diferentes alelos entre las poblaciones control,
esquizofrenia y psicosis dual.

4.6. ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE LOS GENES DEL SISTEMA
ENDOCANNABINOIDE EN POBLACION CON PSICOSIS DUAL.

Los polimorfismos pertenecientes a genes del sistema endocannabinoide
estudiados en el presente trabajo han sido descritos como polimorfismos funcionales.
Por lo tanto, todos ellos estan vinculados al equilibrio del tono endocannabinoide, o

gue a su vez podria tener un papel importante en la regulacion de la sefializacion de
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este sistema. Consecuentemente, seria de esperar que aparecieran correlaciones
estadisticas que pusieran de manifiesto interacciones entre los diferentes loci en forma
de epistasias.

En el caso de los genes del sistema endocannabinoide, los resultados de
asociacion positiva presentados anteriormente se encuentran en el polimorfismo
rs35761398 del gen CNR2 vinculados a la poblacion con psicosis dual. En esta
poblacion el nimero de mujeres reclutadas para el estudio fue reducido, lo cual no
permite hacer los analisis con suficiente potencia estadistica. Sin embargo, si puede
comprobarse que las distribuciones de frecuencias internamente para cada uno de los
grupos que conforman el estudio son homogéneas y no muestran diferencias de
género, ni en la poblacién control ni en las distintas poblaciones de pacientes, por lo

que permite realizar el contraste de frecuencias unificadamente.

RATIO
rsSS?(?l%gg ! IrPs(§24420 r\? ZJ/T) NP(E))/O) @PD/%cTR) X2 Valorp  ODDSR(85%CI)
ccicc-cc 51(16,14) 16 (12,90) 0,7995 0,4935  0,4824 0,77 0,42 ; 1,41]
CCiCcC - CA 45(14,24) 7 (5.65) 0,3964 55154 001881 0,36 (0,16 ;0,82]
CCICC - AA 5 (1,58) 1(0,81) 0,5097 0,0304 0,8615 0,51 [0,06 ; 4,37]

TT portador — CC 151 (47,78) 74 (59,68) 1,2489 45760 00324 1) 1,62 [L06;2,46]
TT portador - CA 50 (18,67) 24 (19,35) 1,0366 0,0009 0,9764 1,05[0,62 ; 1,77]
TT portador — AA 5 (1,58) 2 (1,61) 1,0194 0,1603  0,6889 1,020,20 ; 5,33]

9,058  0,1068 (*)

Tabla 37. Analisis de asociacion en CNR2 y FAAH en poblacién conjunta (hombres y mujeres).
Valores de 3 aplicando correccion de Yates. CTR: controles. PD: psicosis dual.

(1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos seran aquellos con un
valor (p) inferior a 0,0083.

(*) %% =9,058 ; GL=5; p = 0,1068.

En la Tabla 37 se muestran los resultados del analisis de asociacién de los
genotipos combinados de los polimorfismos rs35761398 (CNR2) y rs324420 (FAAH).
Para establecer las categorias genotipicas, en este caso, se utiliza el modelo de
herencia encontrado para el polimorfismo rs35761398, es decir, un modelo de
herencia dominante que establece dos categorias, los homocigotos CC/CC vy los
portadores del alelo TT, que engloba tanto a los de genotipo heterocigoto CC/TT como
a los homocigotos TT/TT.

Para el polimorfismo rs324420 del gen FAAH no se asume un modelo de
herencia concreto por dos motivos fundamentales; en primer lugar, el polimorfismo no
muestra una asociacion individual para la poblacion de psicosis dual, en segundo
lugar, en la poblacion con TUS sin diagnéstico de psicosis la asociacion que aparecia

respondia a un modelo codominante (cada genotipo tiene un riesgo caracteristico).
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En los resultados mostrados en la Tabla 37 se encuentran algunos valores de
asociacion positivos, sin embargo, estos valores de significacion no resistian la
correccion de Bonferroni, que debe utilizarse al estar realizando comparaciones
equivalentes con 1 grado de libertad de manera sistematica. De este modo, el valor de
significacion (p) para 6 comparaciones debe ser inferior a 0,0083 para considerarse
significativo. Consecuentemente, no puede establecerse una correlaciéon que implique
relacién de epistasia entre ambos polimorfismos.

Se han establecido también las frecuencias de correlacion entre el polimorfismo
rs35761398 de CNR2 y el polimorfismo (AAT)n de CNR1. Siguiendo el mismo criterio
gue en los casos anteriores, dado que no aparecié asociacion independiente para los
alelos de CNR1, se realiz6 un andlisis con los genotipos (AAT)n bajo un modelo
codominante. Los resultados se muestran en la Tabla 39.

RATIO
rsSS?%EggosTlp(gAT)n ,\(l:(To/f) NP(E/o) (%PD / %CTR) X2 Valor p ODDS-R (95% ClI)
ccicC - LL 55(17,41) 10 (8,06) 0,4633 54515 0,0196 1)  0,42[0,20 ; 0,85]
cc/cC - LC 36 (11,39) 9 (7,26) 0,6371 1,2382  0,2658 0,61[0,28 ; 1,30]
ccicc-cC 10 (3,16) 5 (4,03) 1,2742 0,0254 0,8735 1,29 [0,43 ; 3,84]
TT portador — LL 116 (36,71)  48(38,71) 1,0545 0,0789 0,7788 1,09[0,71; 1,67]
TT portador — LC 80 (25,32) 43 (34,68) 1,3698 3,4238 0,0643 1,57 [1,00 ; 2,45]
TT portador — CC 19 (6,01) 9 (7,26) 1,2071 0,0699 0,7915 1,22 10,54 ; 2,78]

10,050  0,0738 (*)

Tabla 39. Andlisis de asociacion en CNR2 y CNR1 en poblacién conjunta (hombres y mujeres).
Valores de %2 aplicando correccion de Yates. CTR: controles. PD: psicosis dual.

(1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos seran aquellos con un
valor (p) inferior a 0,0083.

(*) x2 =10,050 ; DF=5 ; p = 0,0738.

Los resultados por modelo codominante de CNR1, en correlacién con CNR2,
no ofrecieron diferencias estadisticamente significativas al aplicar las correcciones

correspondientes.

4.7. ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS DE LOS
GENES COMT Y CNR2 EN POBLACION CON PSICOSIS DUAL.

Las correlaciones de polimorfismos que impliquen posibles epistasias entre
genes no se limitan exclusivamente a genes pertenecientes a un mismo sistema o a
una misma ruta metabdlica. Entre los diversos aspectos debe considerarse la accion o
regulacion que pueda presentar un sistema sobre el otro, tal y como ha sido descrito

para el sistema endocannabinoide y dopaminérgico.
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Por ello, se evalué la posible correlacion que pudiera existir entre los dos genes
que ofrecian una asociacion positiva con la psicosis dual.

En este caso, dado que el polimorfismo del gen COMT tiene una asociacion
dependiente de género, el analisis debe hacerse por separado. Por otra parte, el bajo
namero de mujeres en el grupo de psicosis dual impide el analisis adecuado. En
consecuencia con ello, el andlisis de correlacion que puede realizarse entre los
polimorfismos de COMT y de CNR2 se limita a la poblacion masculina.

Los resultados se muestran en la Tabla 40 siguiendo un planteamiento en el
cual se han utlizado los modelos de herencia que presentan cada uno de los

polimorfismos individualmente.

GENOTIPO

1s4680 - re35761398 CTR\N(%)  PD,N(%)  RATIO (%PD/%CTR) x2  Valorp ODDS-R (95% Cl)
G portador — CC/CC 41(30,37) 16 (14,68) 0,4833 7,4406 0,0064 (1) 0,39 [0,21; 0,75]
G portador — TT portador 76 (56,30) 67 (61,47) 1,0919 0,4688  0,4935 1,24 (0,74 ; 2,07]
AA - CCICC 3(2,22) 7 (6,42) 2,8899 1,7433 0,1867 3,02 [0,76 ;12,0]
AA =TT portador 15 (11,11) 19 (17,43) 1,5688 15162 0,2182 1,69 [0,81 ; 3,50]

10,960  0,0120 (*)

Tabla 40. Analisis de asociacion en COMT y CNR2 en poblacién masculina. El calculo de XZ en
cada categoria se ha realizado aplicando correccién de Yates. CTR: controles. PD: psicosis
dual. (1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos seran aquellos con
un valor (p) inferior a 0,0125.

(*) x> =10,960 ; GL = 3 ; p = 0,0120.

En estos resultados se constata una reduccidon muy marcada en la muestra de
pacientes respecto a la poblacion control de la frecuencia del genotipo Gportador-
CCI/CC, mostrando un valor estadisticamente significativo, al igual que se muestra
significativa la diferencia de distribucion globalmente. A su vez, el resto de genotipos
aparece aumentado con valores de odds-ratio por encima de la unidad. La
interpretacion de esta observacion debe considerar diferentes hip6tesis posibles, dado
gue el valor (p) obtenido para la correlacién es mas significativo que el que se obtiene
para el polimorfismo de CNR2, pero menos que el obtenido para el polimorfismo de
COMT, por lo que la interpretacion del resultado es compleja respecto al primer criterio
establecido.

Para valorar el segundo criterio se estudia la poblacion de individuos con
genotipos Gporador Y & poblacion de individuos con genotipo AA en el polimorfismo
rs4680 en andlisis independientes. En el primer caso (Tabla 41) se encuentra que el

genotipo TTyomador Presenta un ratio de 2,26 (parecido al esperado (ver Tabla 28) y
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descrito para la poblacion en su conjunto) mientras que en la poblacién con genotipo
AA en rs4680 no aparece asociado un riesgo para el genotipo TT porador €N S35761398.
Esto se debe a que el genotipo AA-CC/CC es mas frecuente en la poblacion con
esquizofrenia que en la poblaciéon control, al contrario de lo que sucede con el genotipo
AA-TT portador- POr lo tanto, la distribucion de rs35761398 no es homogénea para los dos
grupos de rs4680 y se podria considerar que se cumple el segundo criterio. No
obstante, los grupos AA en rs4680 son muy reducidos, por lo que podria interpretarse

erroneamente este resultado.

GENOTIPO CNTR,N (%) DUAL,N (%) 2  Valorp. ODDS-R (95% IC)

G portador ~ Cc/cc 41 (35,04) 16 (19,28)

G portador =~ TTponador 76 (64,96) 67 (80,72) 5,923 0,0150 2,26 [1,16 ) 4,39]

Tabla 41. Diferencias de distribucion del polimorfismo rs35761398 en poblacion

masculina con genotipo Gporador €N 1s4680. CNTR: Controles. DUAL: Poblacion psicosis dual.

Por altimo, al valorar el tercer criterio, se aprecia que no se cumple la epistasia
en sentido estricto, dado que enfrentados los polimorfismos en sentido inverso se
observa que la distribuciéon de frecuencias de rs4680 en funcién de los grupos de
rs35761398 es la misma. En la Tabla 42 puede verse, por ejemplo, que si bien no
aparece valor significativo de asociacién, el odds-ratio conserva la implicacién del

genotipo AA como genotipo de riesgo en hombres.

GENOTIPO CNTR,N (%) DUAL,N (%) g2 Valor p. ODDS-R (95% IC)

TT portador = Gportador 76 (83,52) 67 (77,91)

TT portador - AA 15 (14,48) 19 (22,09)  0,8965 0,3437 1,44 [1,67;3,04]

Tabla 42. Diferencias de distribucion del polimorfismo rs4680 en poblacion con
genotipo TTyorador €N 1S35761398. CNTR: Controles. DUAL: Poblacion psicosis dual.

Asi pues, puede determinarse que en la poblacién masculina el genotipo AA en
rs4680 es un genotipo de riesgo al igual que el genotipo TTyorador- EN €l estudio de los
genotipos conjuntos se encuentra, congruentemente, que el genotipo con el menor
riesgo es Gponador-CC/CC, por lo que podria tratarse mas propiamente de un efecto

aditivo. La interpretacion completa de los resultados serd realizada en la discusion
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5. RESULTADOS DEL POLIMORFISMO rs1468412 DEL GEN GRMS3.

Se genotipd el polimorfismo rs1468412 perteneciente al gen GRM3 en los
individuos incluidos dentro de los distintos grupos de pacientes. Los resultados

obtenidos se presentan a continuacion.

5.1. POBLACION DE PACIENTES CON ESQUIZOFRENIA SIN TUS.

En la Tabla 43 se muestran las frecuencias de los distintos genotipos en la
poblacion de pacientes con esquizofrenia sin TUS. Al comparar con las frecuencias en
la poblacién control se observan diferencias en el grupo femenino de pacientes.

POLIMORFISMO GENERO  GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs1468412 (GRM3) Mujeres AA 70 (46,36) A 208 (68,87)
AT 68 (45,03) T 94 (31,13)
T 13 (8,61)
Hombres AA 122 (53,51) A 327 (71,71)
AT 83 (36,40) T 129 (28,29)
T 23 (10,09)
Combinada AA 192 (50,66) A 535 (70,58)
AT 151 (39,84) T 223 (29,42)
T 36 (9,50)

Tabla 43. Resultados en el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3 en la poblacion de
pacientes con esquizofrenia sin TUS.

Las pequefias diferencias observadas ofrecen en el test y?un valor significativo
(aunque préximo al limite) en la poblacién femenina pero no en la poblacién masculina

ni en la poblaciéon combinada conjunta (Tabla 44).

POLIMORFISMO  GENERO MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)
rs1468412 (GRM3) Mujeres Codominante 4,5607 2 0,1023
Alelos 4,1771 1 0,0410 1,43[1,01;2,01]
Hombres Codominante 0,6752 2 0,7135
Alelos 0,0017 1 0,9674 1,01[0,72;1,41]
Combinada Codominante 2,2672 2 0,3219
Alelos 2,2621 1 0,1326 1,20 [095; 1,52]

Tabla 44. Resultados de asociacion en el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3.
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Estos valores de significacion son un poco mas bajos (mas significativos)
cuando se ajustan los resultados a un modelo de herencia dominante en la poblacion
femenina (ver Tabla 45), es decir, el alelo T es dominante dado que el riesgo para el
genotipo heterocigoto AT y para el genotipo homocigoto TT son similares. Ninguno de
los modelos de herencia ofrece resultados significativos en la poblacion masculina, por

lo que en dicho grupo no habria una asociacion con este polimorfismo.

rs(g:ffsl)z GENERO GENOTIPO  CNTR,N (%) ESQZ, N (%) %2 Valorp.  ODDS-R (95% IC)
Muijeres AA 105 (58,01) 70 (46,36)  4,4850 0,0342 1,60 [1,03;2,47]
AT+TT 76 (41,99) 81 (53,64)

Tabla 45. Ajuste de resultados a un modelo de herencia dominante para el alelo T del
polimorfismo rs1468412.

5.2. POBLACION DE PACIENTES CON PSICOSIS DUAL.

Los resultados obtenidos para el polimorfismo rs1468412 se muestran en la
Tabla 46. No se obtuvieron resultados positivos de asociacion.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs1468412 (GRM3) Mujeres AA 11 (73,33) A 25 (83,33)
AT 3 (20,00) T 5 (16,67)
TT 1 (6,67)
Hombres AA 58 (53,21) A 158 (72,48)
AT 42 (38,53) T 60 (27,52)
TT 9 (8,26)
Combinada AA 69 (55,65) A 183 (73,79)
AT 45 (36,29) T 65 (26,21)
TT 10 (8,06)

Tabla 46. Resultados en el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3 en poblacién de
pacientes con psicosis dual.

Dado el bajo numero de mujeres reclutadas que presentaba este cuadro
clinico, no ha podido confirmarse la desviacion de frecuencias observada en el grupo

de mujeres con esquizofrenia sin TUS.
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5.3. POBLACION DE PACIENTES CON TRASTORNO BIPOLAR SIN TUS.

Los resultados obtenidos para las frecuencias alélicas y genotipicas en la
poblacion con trastorno bipolar sin TUS se muestran en la Tabla 47. No se han
obtenido valores positivos de asociacion entre el trastorno bipolar y este polimorfismo,

ni se han observado tendencias destacables para los distintos modelos de herencia.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO N (%) ALELO N (%)
rs1468412 (GRM3) Mujeres AA 38 (57,58) A 98 (74,24)
AT 22 (33,33) T 34 (25,76)
TT 6 (9,09)
Hombres AA 24 (57,14) A 62 (73,81)
AT 14 (33,33) T 22 (26,19)
TT 4(9,52)
Combinada AA 62 (57,41) A 160 (74,07)
AT 36 (33,33) T 56 (25,93)
TT 10 (9,26)

Tabla 47 .Resultados en el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3 en poblacién de
pacientes con trastorno bipolar sin TUS.

POLIMORFISMO  GENERO MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)
rs1468412 (GRM3) Mujeres Codominante 0,7230 2 0,6966
Alelos 0,0952 1 0,7577  1,07[0,68;1,70]
Hombres Codominante 0,4816 2 0,7860
Alelos 0,0545 1 0,8155 0,94 0,54 ;1,63
Combinada Codominante 1,0339 2 0,5964
Alelos 0,0015 1 0,9688  1,01[0,71;1,41]

Tabla 48. Resultados de contraste de frecuencias en el polimorfismo rs1468412 entre
la poblacion control y la poblacién con trastorno bipolar.

También se han realizado comparaciones entre la poblacién con trastorno
bipolar y la poblacion con esquizofrenia, ambas sin consumo, sin que se encontrara en

dicha comparacion asociaciones positivas entre el genotipo y la patologia (Tabla 49).
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POLIMORFISMO GENERO MODELO DE AJUSTE x? G.L. Valorp. ODDS-R (95% IC)
rs1468412 (GRM3)  Mujeres Codominante 1,7410 2 0,4188
Recesivo 2,312 1 0,1284 1,57[0,88; 2,82]
Hombres Codominante 0,9036 2 0,6365
Recesivo 0,1886 1 0,6641 1.16 [0,60 ; 2,25]

Tabla 49. Resultados de contraste de frecuencias del polimorfismo rs1468412 entre la
poblacién con trastorno bipolar y la poblacién con esquizofrenia, ambas sin TUS.

No obstante, aunque se verifica que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre la poblacion femenina con trastorno bipolar y la poblacién de
pacientes con esquizofrenia, puede observarse que el odds-ratio de esquizofrenia
frente a trastorno bipolar es altamente similar al correspondiente odds-ratio de

esquizofrenia frente a controles, siendo de 1,57 en el primer caso y de 1,60 en el

segundo.
GENOTIPO
0, 0 0
(s1468412 CONTROLES (%) TRASTORNO BIPOLAR (%) ESQUIZOFRENIA (%)
AA 58,01 57,58 46,36
T portador 41,99 42.42 53,64
70

(%) Genotipos rs1468412

~ CONTROL
™ TRASTORNO BIPOLAR
ESQUIZOFRENIA

AA T portador

Grafica 8. Porcentajes de los genotipos del polimorfismo rs1468412 para las muestras
poblacionales de control, pacientes con trastorno bipolar y esquizofrenia. Los tres grupos

corresponden a poblacion femenina. EI genotipo Tporador €Ngloba a los genotipos ATy TT.
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De este modo, si se comparan los porcentajes de los genotipos implicados en
un modelo de herencia recesivo se ilustra el grado de similitud entre las poblaciones.
Por consiguiente, se muestra que la poblacién con trastorno bipolar es similar a la
poblacion control y diferente a la poblacion con esquizofrenia. Siendo, por lo tanto, las
asociacion con el SNP rs1468412 caracteristica de la esquizofrenia pero no del

trastorno bipolar en el conjunto femenino de la poblacién reclutada.

5.4. CORRELACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS rs4680 Y rs1468412.

En los resultados mostrados anteriormente se encuentra un pequefio valor de
significacion del polimorfismo rs1468412 en la poblacion femenina con esquizofrenia
sin TUS y valores altamente significativos para el polimorfismo rs4680 en la misma
poblacion. Una vez obtenido mediante el analisis de asociacion el modelo de herencia
para cada uno de estos dos polimorfismos, se asume dicho modelo para evaluar la
posible vinculacién entre ambos. Los resultados se muestran en la Tabla 50.

RATIO
rs46(83(l)5 T?ST 1IZE(3)8412 I\CJ: Z)Z) Es(g/?n) %ESQ/%cTR) X2 Vvalorp  ODDS-R(95%CI)
G portador — AA 85 (46,96) 58 (38,41) 0,8179 2,4547  0,1172 0,70 [0,45 ; 1,09]
G portador — T portador 50 (27,62) 74 (49,00) 1,7740 16,0849 0,0001 (1) 2,52[1,60; 3,97]
AA - AA 20 (11,05) 12 (7,95) 0,7192 0,9099  0,3401 0,69 [0,33; 1,47]
AA — T portador 26 (14,36) 7 (4,64) 0,3227 8,7043  0,0032 0,29 [0,12; 0,69]

20,140  0,0002 (*)

Tabla 50. Andlisis de asociacion en COMT y GRM3 en poblacion femenina. CTR: controles.
ESQ: esquizofrenia. (1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos
seran aquellos con un valor (p) inferior a 0,0125.

(*) x%=20,140; p = 0,0002 ; GL = 3.

Puede apreciarse que los valores de asociacion obtenidos marcan al genotipo
G portador - T portador COMO UN genotipo de riesgo, dado que su frecuencia esta elevada
en la poblacion de pacientes. Esta combinacién de genotipos en dos loci distintos
confirman las observaciones hechas independientemente para cada uno de ellos. Por
otra parte, el valor de (p) obtenido para la distribucion global muestra una mayor
significacion para la vinculacion del genotipo asociado que para cada uno de ellos por
separado, cumpliendo con ello el primero de los criterios.

Posteriormente se analiza la distribucién de frecuencias del polimorfismo

rs1468412 en la poblacion de genotipo Gyorador (Ver Tabla 51).
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GENOTIPO  CNTR,N (%) SQZ N (%) x2 Valorp. ODDS-R (95% IC)

Gportador - AA 85 (62,96) 58 (43,94)

Gportador = Tportador 90 (37,04) 74 (56,06) 9,711 0,0018 2,17 [1,33; 3,54]

Tabla 51. Diferencias de distribucion del polimorfismo rs1468412 en poblacion
femenina con genotipo Gporador €N rs4680. CNTR: Controles. SQZ: Esquizofrenia sin TUS.

El resultado obtenido es muy significativo e indica que el genotipo Tporador del
SNP rs1468412 es de mayor riesgo en la poblacion femenina Gpotador quUe €n la
poblacion femenina en su conjunto. El bajo nimero de pacientes con genotipo AA en
rs4680 limita las conclusiones que pueden sacarse de su analisis, por lo que es el

tercer criterio el que puede resultar mas esclarecedor.

GENOTIPO CNTR,N (%) SQZ N (%) x2 Valorp. ODDS-R (95% IC)

AA-AA  20(19,05) 12 (17,14)

Gporador - AA 85 (80,95)  58(82,86) 0,102 0,7495 1,14 [0,52; 2,50]

Tabla 52. Diferencias de distribucion del polimorfismo rs4680 en poblacién femenina
con genotipo AA en rs1468412. CNTR: Controles. SQZ: Esquizofrenia sin TUS.

El tercer criterio utilizado para evaluar si existen interacciones de tipo epistatico
se analiza en la Tabla 52. En esta tabla se muestra a la poblacion femenina con
genotipo AA en el polimorfismo rs1468412 y las diferencias de distribucion en el
polimorfismo rs4680. Al comprobar dichas diferencias se evidencia que el genotipo de
riesgo Gporador €N rS4680 No muestra desviaciones entre la poblacion control y la
poblacion con esquizofrenia, sefialando asi que el genotipo de riesgo en el
polimorfismo del gen COMT es condicional al genotipo en el polimorfismo de GRM3
pues las frecuencias son practicamente idénticas.

En correspondencia con ello se muestran los resultados del subgrupo Tportador
en el SNP rs1468412 en la Tabla 53.

GENOTIPO  CNTR,N (%) SQZ N (%) 2 Valorp. ODDS-R (95% IC)

AA - Tporador 26 (34,21) 7 (8,64)

Grortador - Tporagor 50 (65,79)  74(91,36) 13,94 1,910 5,50[2,22; 13,63]

Tabla 53. Diferencias de distribucion del polimorfismo rs4680 en poblacion femenina
con genotipo AA en rs1468412. El valor de Xz se ha calculado realizando correccion de Yates,
valor (p) para 1 g.l. CNTR: Controles. SQZ: Esquizofrenia sin TUS.
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Se destaca en este subgrupo poblacional el alto grado de significacién asi
como el marcado odds-ratio que aparece con el genotipo de riesgo Gporador €N €l
polimorfismo rs4680.

Estos resultados implican, por lo tanto, una interaccion de epistasia, en la cual
el alelo recesivo A en el polimorfismo rs1468412 inhibe el fenotipo de riesgo producido
por el alelo dominante G en rs4680. De este modo, el genotipo del SNP rs4680 no
produce efecto sobre el riesgo en los homocigotos AA (rs1468412) y su efecto se

produce Unicamente en el grupo de portadores de un alelo T en este polimorfismo.

En cuanto a la poblacion masculina, aunque no se encontraron resultados
positivos para el polimorfismo de GRMS3, se analizaron los datos de correlacién entre
ambos genes para valorar si las pequefias desviaciones pudieran aumentar la

asociacion. Los resultados se muestran en la Tabla 54.

RATIO

rs46c8;(IJE T(r)sTlIZe(s)smz r\? ZJ/T) II\:_IS(‘S/?)) @ESQ/%wcTR) X2 Valorp ODDS-R (5% Cl)
G portador — AA 62 (45,93) 84 (36,84) 0,8022 20100 00880 0,69 0,45 ; 1,06]
G portador — T portador 55 (40,74) 83 (36,40) 0,8935 06769 04106  0,83[0,54;1,29]
AA—AA 8(593)  38(16,67) 2,8125 8,8395 00029 (1) 3,18[1,43;7,03]
AA — T portador 10 (7,41) 23 (10,09) 1,3618 0,7371 03906  1,40[0,65; 3,04]

10,550  0,0144 (*)

Tabla 54. Andlisis de asociacion en COMT y GRM3 en poblacion masculina. CTR: controles.
ESQ: esquizofrenia. (1) La correccion de Bonferroni implica que los valores significativos
seran aquellos con un valor (p) inferior a 0,0125.

*) x>=10,550; p = 0,0144 ; GL = 3.

Puede observarse que en este caso los valores (p) de significacion para el
genotipo combinado AA — AA es relativamente bajo, es decir, podria considerarse que
entra dentro de la significacion. Sin embargo, el valor 0,0029 obtenido en esta
comparacion es casi idéntico al obtenido para la asociacion de COMT (p=0,0027) por

lo que el primer criterio debe ponerse en duda.

GENOTIPO CNTR,N (%) SQZ N (%) y2 Valorp. ODDS-R (95% IC)

AA - AA 8(62,96)  38(43,94)

AA - Toorador 10 (37,04) 23 (56,06) 1,821 0,774  0,48[0,17 ; 1,40]

Tabla 55. Diferencias de distribucién del polimorfismo rs1468412 en poblacion
masculina con genotipo AA en rs4680. CNTR: Controles. SQZ: Esquizofrenia sin TUS.
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En la Tabla 55 se comprueba que si bien existen ciertas diferencias en la
distribucion de rs1468412 en funciébn del genotipo en rs4680, éstas no son
significativas. En general, los cruces analogos a los realizados en la poblacién
femenina indican que el riesgo debido al genotipo en rs4680 no se ve afectado por el
genotipo presente en rs1468412.

Esto estaria indicando, consecuentemente, que no aparece una correlacion del
polimorfismo de GRM3 con el polimorfismo de COMT en la poblacion masculina y se
evidencia con ello un nuevo elemento en el mecanismo diferencial de género que

define la presencia de un IASC en la patologia.

6. ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE EL GENOTIPO Y LA EDAD DE
INICIO (EDAD DEL DIAGNOSTICO).

Uno de los fenotipos, dentro de la esquizofrenia y del trastorno bipolar, que
resulta de especial interés es la edad de inicio, edad de aparicion o edad del primer
episodio. Ha sido propuesta la posibilidad de que la edad a la cual comienzan estas
patologias esté regulada o influenciada por factores genéticos. Estos factores podrian
ser los mismos que generan la propia susceptibilidad a la aparicion de la enfermedad,
pero también podria tratarse de otros genes y polimorfismos que tuvieran una accién
reguladora sobre los primeros. En consecuencia con ello, se han analizado y
comparado las distribuciones de edad del diagnéstico en funcién de los distintos
genotipos posibles dentro de las poblaciones reclutadas.

Existe, no obstante, una dificultad intrinseca en valorar la edad de inicio, dado
que el desarrollo de la patologia previo al primer brote agudo (o0 aquel por el que se
requiera asistencia clinica) puede incluir sintomas que no son diagnosticados durante
un periodo de tiempo dificil de determinar y que puede variar en funcion de mdltiples
circunstancias. Por lo tanto, existe una discusibn que cuestiona si es correcto
considerar el inicio de la atencién clinica y del tratamiento como un valor exacto de la
edad de inicio aunque pueda considerarse un valor orientativo.

En el presente trabajo se ha tomado en todos los casos como valor
representativo de la edad de inicio la edad del diagndstico o del primer brote,
coincidente con el momento en el que el paciente recibe asistencia clinica por primera
vez, no entrando en consideraciones que implicarian estimar la posible existencia de
sintomas prodromicos que no han recibido tratamiento o que no han sido

diagnosticados.
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6.1. POBLACION DE PACIENTES CON ESQUIZOFRENIA SIN TUS.

En la Tabla 56 se muestran las medias y las medianas de la edad de inicio para
la poblacion de pacientes con esquizofrenia sin TUS. Para comparar las muestras se
ha utilizado una prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney) dado que las
frecuencias de edad no se ajustaban generalmente a una distribucion normal.

Se observa una diferencia de 1,31 afios en la media de edad y una variaciéon de
3 afios en la mediana cuando se comparan el grupo femenino y el masculino de
pacientes. No obstante, estas diferencias no resultan estadisticamente significativas.
Estos resultados se ajustan a trabajos anteriores que muestran una edad de inicio

menor en hombres que en mujeres (Messias et al., 2007).

POBLACION X (Sx) Me (P25 — P7s) Valor Z Valor (p)
Combinada 24,09 (6,61) 23 (19-28)
Femenina 24,79 (7,25) 25 (19 - 30)
Masculina 23,48 (6,12) 22 (20 - 27) 1,6144 0,1074

Tablas 56. Medias y medianas para la edad de inicio en la poblacién de pacientes con
esquizofrenia. Resultados de la prueba U de Mann-Whitney, valor p de 2 colas. X: media
aritmética. S,: Desviacion estandar. Me: Mediana. (P25 —P75): percentiles 25 y 75.

Posteriormente, se segregaron las poblaciones en funcién de los genotipos
siguiendo diversos modelos de herencia, es decir, tanto los obtenidos en los
resultados anteriormente mostrados como los restantes, pues la asociaciéon con la
edad de inicio no tiene necesariamente que coincidir con la del propio riesgo de
aparicion de la patologia, por lo que no deben establecerse modelos a priori. En la

Tabla 57 se muestran los resultados obtenidos.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO X (Sv) GENOTIPO X (S0

rs4680 Femenino G portador 25,19 (7,49) AA 22,42 (5,48)
Masculino G portador 23,04 (6,12) AA 24,51 (6,11)

rs1468412 Femenino AA 23,83 (6,53) T portador 25,71 (7,68)
Masculino AA 23,99 (6,54) T pomader 22,94 (5,46)

Tabla 57. Medias de edad de inicio en poblacidon de pacientes con esquizofrenia sin TUS en

funcién del genotipo presente. X: media aritmética. S,: Desviacion estandar.
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Inicialmente se comprobd que los modelos de herencia que mejor describian
los resultados eran los ya observados en los analisis de asociacion, es decir, modelo
recesivo para el alelo A del polimorfismo rs4680 y modelo dominante para el alelo T
del polimorfismo rs1468412. De este modo, en el caso de rs4680, la media de la edad
de inicio para el grupo de mujeres con genotipo GG es de 25,12 afios y para el grupo
de genotipo GA es de 25,22 afios. Ambas son muy similares entre si y diferentes a la
media de edad de inicio del grupo de mujeres con genotipo AA, que presenta una
media de 22,41 afios. Por lo tanto, se ajustan a un modelo recesivo del mismo modo
gue en la asociacion con el riesgo de aparicion de la patologia.

Por otra parte, en el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3 los resultados
responden a un modelo dominante para la edad de inicio al igual que lo hacian en su
asociacion con el riesgo de aparicion. En este sentido puede observarse que la media
para el genotipo AA es de 23,83 afios, mientras que para el genotipo AT es de 25,72y
de 25,66 para el genotipo TT, lo cual implica un efecto similar entre los dos genotipos
que portan el alelo T.

En la Tabla 57 se muestran los resultados obtenidos a partir de la asuncién de
estos modelos para la poblacién de pacientes con esquizofrenia sin TUS. Las medias
de edad de inicio se presentan de manera ilustrativa, dado que se comprueba que las
distribuciones de frecuencia no se ajustan a una distribucion normal, por lo que las
muestras poblacionales se han comparado mediante prueba U no paramétrica de

Mann-Whitney. Los valores de asociacién resultaron no significativos (Tabla 58).

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO Me (st— P75) GENOTIPO Me (st— P75) Valor Z Valor p.

rs4680 Femenino G portador 25 (19 - 30) AA 20 (19 - 26) 1,527 0,126
Masculino G portador 21 (19 - 25) AA 24 (21 - 27) 1,645 0,101

rs1468412 Femenino AA 23 (18 - 30) T portador 25 (19 - 30) 0,742 0,459
Masculino AA 22 (19 - 28) T portador 23 (20 - 25) 0,665 0,502

Tabla 58. Valores Z en la prueba Mann-Whitney comparando los grupos genéticos en ambas
muestras poblacionales de pacientes con esquizofrenia sin TUS. Me: Mediana. (P25 —P75):

percentiles 25 y 75.

Las diferencias observadas se muestran de especial interés pese a que los
valores de asociacién resultan no significativos. En primer lugar se constata de nuevo
la direccionalidad opuesta del genotipo entre el grupo masculino y el femenino en el
polimorfismo rs4680. De este modo, la media de edad correspondiente al genotipo AA

en mujeres es 2,77 afos inferior a la que presenta el grupo Gporador- Sin €mbargo, el
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mismo genotipo AA presenta en hombres una media superior, en este caso de 1,47
afios. También existe direccionalidad opuesta en funcion del género en el polimorfismo
rs1468412. Finalmente, se observa que los genotipos asociados a un mayor riesgo de
aparicion de la patologia parecen sefialar edades de aparicion mas tardias.

En consonancia a los resultados expuestos en apartados anteriores, en los que
se describe la correlacion que implicaria una posible interaccién de tipo epistasia entre
los polimorfismos de COMT y de GRM3, se ha utilizado también en este apartado
dicho planteamiento. De este modo, se ha analizado la desviacién epistatica para
caracteres métricos (Falconer & Mackay, 1996). En la Tabla 59 puede observarse que
existen diferencias no aditivas. Una interpretaciéon posible implica que el genotipo
presente en el SNP rs1468412 es indiferente para el fenotipo del grupo de genotipo
AA del SNP rs4680 y solo tiene una cierta influencia en el grupo Gpornador- L& mayor
influencia observada, por lo tanto, estaria en el efecto de rs4680 sobre el grupo Tortador
del SNP rs1468412, dado que dependiendo del genotipo presente en el SNP rs4680,
el grupo Tyorador Muestra una diferencia de 3,64 afos en la media de la edad de inicio.
Esta interpretacion, no obstante, no seria Unica y no distingue entre los componentes

de la desviacion.

rs4680
Gportador AA Diferencia Media de la fila
rs1468412 Tportador 25,97 22,33 3,64 25,71
AA 24,19 22,44 1,75 23,80
Diferencia 1,78 -0,11
Media de la columna 25,19 22,42

Tabla 59. Diferencias en las medias de edad de inicio entre los distintos genotipos en el grupo
femenino de pacientes de esquizofrenia sin TUS. Las medias de las filas y las columnas

corresponden a las medias de los genotipos individuales (Tabla 57). Media poblacional 24,79.

Siguiendo la metodologia descrita por Falconer & MacKay (1996), pueden
calcularse las desviaciones epistaticas o desviaciones de interaccion. Existen dos

aproximaciones posibles. En la primera se ha utilizado la férmula:

DEj=(Mij-Mp)-[(Mi-Mp)+(M;-Myp)]
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Donde DE; es la desviacion epistatica para cada categoria genotipica, M; es la
media de cada categoria, M; es la media marginal de la fila, M; es la media marginal de
la columna y M, es la media poblacional. Las medias marginales M; y M; corresponden
a las medias para cada genotipo independiente que se muestran en la Tabla 57 para
la poblacion femenina y la media M, es la que se muestra en la Tabla 56. En la
segunda aproximacién se realiza un célculo de las desviaciones de las medias
observadas en cada genotipo tanto de las observadas como de las esperadas
respecto de la media poblacional, de modo que la diferencia entre ambas es el valor
de desviacion epistatica. Los dos métodos ofrecen aproximaciones similares pero
ligeramente diferentes. Aqui, se han utilizado ambos y calculado el valor promedio.

GENOTIPO DES.EPIST.1 DES.EPIST.2 DES. EPIST

G portador — T portador -0,14 0,11 -0,015
AA =T portador -1,01 -0,76 -0,885

G portador - AA -0,01 -0,13 -0,070

AA - AA 1,00 0,88 0,940

Tabla 60. Desviaciones epistaticas o de interaccion entre los polimorfismos rs1468412
y rs4680. Se considera que no existe interaccion epistatica cuando el valor de desviacion es

cero o muy préximo a cero. (DES. EPIST: Desviacion epistatica.)

En base a los valores de la Tabla 60 puede determinarse que el mayor efecto
se produce como interaccion del genotipo rs1468412 con el genotipo AA de rs4680,
actuando de modo diferencial, es decir, reduciendo o aumentando respecto al valor de
la desviacion de la media esperado en una interaccién aditiva. De este modo, el
genotipo Tpotador POSEE UNa media reducida mientras que AA presenta un aumento

respecto a la desviacién esperada.

6.2. POBLACION DE PACIENTES CON PSICOSIS DUAL.

En la poblacion de pacientes con psicosis dual no aparecieron valores
estadisticamente significativos en las diferencias de edad de inicio para los sintomas
psicéticos respecto a la poblacion con esquizofrenia sin TUS. En la Tabla 61 se
muestran los resultados obtenidos segregando la poblacién por géneros y se observa
una marcada diferencia tanto en las medias como en las medianas de la poblacion,
siendo la diferencia de 4,18 afios para las medias y de 5 afios para las medianas. Si
se comparan las edades de inicio de hombres con psicosis dual (22,67) y hombres con

esquizofrenia sin TUS (23,48) se distingue sin embargo que los valores son altamente
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similares (0,81 afios de diferencia). Mas marcada es la diferencia que existe en la
poblacion femenina (1,84 afios), siendo mayor en este caso la media para mujeres con
psicosis dual (26,85) que para mujeres con esquizofrenia sin consumo (25,01).

Por lo tanto, se aprecia que en la poblacién con psicosis dual las mujeres
tienen un inicio de los sintomas mas tardio mientras que en los hombres es
ligeramente menor. Dado que en su conjunto el 87,90% de la poblacién con psicosis
dual es masculina, globalmente, la poblacion tiene una edad de inicio ligeramente mas
baja.

POBLACION X (Sx) Me (P25 — Prs) Valor Z Valor p
Combinada 23,17 (5,45) 22 (19 - 26)
Femenina 26,85 (6,19) 27 (22 -32)
Masculina 22,67 (5,18) 22 (19-25) 2,384 0,017

Tablas 61. Medias y medianas para la edad de inicio en la poblacién de pacientes con
psicosis dual. Valores Z en la prueba U de Mann-Whitney y valores (p) de 2 colas. X: media

aritmética. S,: Desviacion estandar. Me: Mediana. (P25 —P75): percentiles 25y 75

En la poblacion de psicosis dual el nimero de mujeres es reducido, por lo que
no se han podido realizar los adecuados sesgos por genotipos con el objetivo de
determinar posibles diferencias en la edad de inicio. Asi pues, en las tablas 62 y 63 se

muestran los resultados obtenidos para la poblacién masculina.

POLIMORFISMO GENOTIPO X (Sx) GENOTIPO X (Sx)

rs4680 G poradr 22,53 (4,57) AA 22,65 (7,13)
rs1468412 AA 22,28 (4,23)  Topotador 22,74 (6,13)
rs324420 cc 22,47 (556)  Aporacr 22,79 (3,92)

rs35761398 CCICC  22,19(3,28)  TT portador 22,64 (5,60)

Tabla 62. Edad de inicio en poblacion de pacientes varones con esquizofrenia sin TUS

en funcién de los genotipos presentes. X: media aritmética. SD: Desviacién estandar.

En esta poblacion las diferencias entre grupos por genotipos son minimas en el
valor de la media de edad de inicio en la patologia psiquiatrica, siendo muy destacable
la gran homogeneidad presente. Valoradas las diferencias en las medias de los
genotipos combinados rs4680 - rs35761398 (Tabla 64) se determina que las
diferencias son minimas, por lo que se considera que no existe epistasia entre estos

polimorfismos para la edad de inicio.
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POLIMORFISMO GENOTIPO Me (P2s—Pss) GENOTIPO  Me (P2s—Pss) Valor Z  Valor p.

rs4680 G portador 22 (19 - 25) AA 21(18-26) 0,78 0,44
rs1468412 AA 21 (19 - 24) T portador 22(19-25) 0,03 0,98
rs324420 cc 21 (19 - 25) A portador 23(20-25) 0,93 0,35

rs35761398 ccice 23(19-24)  TTporadsr ~ 21(19-25) 0,30 0,77

Tabla 63. Medianas y percentiles para la edad de inicio en la poblacion masculina de
pacientes con psicosis dual en funcién del genotipo. Valores Z en la prueba U de Mann-
Whitney y valores (p) de 2 colas. X: media aritmética. S,: Desviacién estandar. Me:
Mediana. (P25 —P75): percentiles 25y 75.

rs4680
Gportador AA Diferencia
rs35761398 CcC/cC 22,53 21,75 0,78
TT portador 22,19 22,63 -0,44
Diferencia 0,34 -0,88

Tabla 64. Diferencias en las medias de edad de inicio entre los distintos genotipos en el grupo
masculino de psicosis dual.

6.3. POBLACION DE PACIENTES CON TRASTORNO BIPOLAR SIN TUS.

Aunque en la poblacién de pacientes con trastorno bipolar no se han destacado
asociaciones positivas para ninguno de los polimorfismos del presente estudio, dada la
tendencia aparecida en el polimorfismo rs4680 del gen COMT, se muestran los
resultados obtenidos para dicho gen y para el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3,

el cual presenta epistasia en poblacién femenina con esquizofrenia.

POBLACION X (Sx) Me (P2s— P1s) Valor Z Valor (p)
Combinada 26,31 (10,13) 24 (18 — 32)
Femenina 24,10 (8,78) 22 (17 - 29)
Masculina 30,23 (11,34) 26 (22 - 37) 2,2604 0,024

Tablas 65. Medias y medianas para la edad de inicio en la poblacién de pacientes con
trastorno bipolar sin TUS. Se muestran los valores de Z en la prueba U de Mann-Whitney y los
valores (p) de 2 colas. X: media aritmética. S,: Desviacion estandar. Me: Mediana (P,s—P7s):
percentiles 25y 75.
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Puede observarse en la Tabla 65 una diferencia significativa que marca un
inicio de la patologia mas tardio en la poblacion masculina reclutada que en la

poblacion femenina de la muestra.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO X (Sy) GENOTIPO X (Sy)
rs4680 Femenino G portador 24,70 (9,39) AA 20,83 (2,48)
Masculino G portador 29,82 (12,43) AA 31,60 (7,40)
rs1468412 Femenino AA 25,22 (9,63) T portador 21,58 (6,05)
Masculino AA 32,64 (12,50) T portador 27,82 (10,06)

Tabla 66. Medias de edad de inicio en poblacion de pacientes con trastorno bipolar sin

TUS en funcién del genotipo presente. X: media aritmética. S,: Desviacién estandar.

POLIMORFISMO GENERO GENOTIPO Me (P»s—P7s) GENOTIPO Me (Pxs—Pss) ValorZ  Valor p.

rs4680 Femenino G portador 24 (16 - 30) AA 22(21-22) 0,759 0,448
Masculino G portador 24 (22 - 35) AA 33(32-37) 0,744 0,457
rs1468412  Femenino AA 23(16-30) T portador 22(18-24) 0806 0,420
Masculino AA 32 (23 - 36) T portador 24(23-32) 0886 0,375

Tabla 67. Valores Z en la prueba Mann-Whithey comparando los grupos genéticos en ambas
muestras poblacionales de pacientes con trastorno bipolar sin TUS. Me: Mediana. (P25 —P75):
percentiles 25y 75.

Ninguno de los genes estudiados en el presente trabajo muestra una
asociacion que lo relacione con la diferencia en la edad de inicio del trastorno bipolar
en la poblacion masculina o femenina. Por otra parte, el nimero de individuos
reclutados para este trastorno no permite hacer analisis robustos y adecuados para
multiples categorias, por lo que los valores obtenidos a partir del calculo de las

desviaciones de interaccién epistatica no mostraron resultados destacables.
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Existen evidencias que indican la presencia de un componente genético en el
desarrollo de las enfermedades psiquiatricas mayores, entre las que se encuentran la
esquizofrenia y el trastorno bipolar, si bien, estos factores genéticos no han sido aun

completamente esclarecidos.

1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN GENES DEL SISTEMA
DOPAMINERGICO.

Uno de los genes investigados en mayor profundidad en las enfermedades
psiquiatricas ha sido el gen COMT (codificante para la enzima catecol-O-
metiltransferasa) desde que fuera localizado dentro de la regién implicada en el
sindrome velocardiofacial o sindrome de DiGeorge (Dunham et al., 1992), una
patologia en la que se presenta un elevado riesgo de padecer esquizofrenia (Bassett
et al., 2003) junto al deterioro cognitivo (Evers et al., 2009).

En el gen COMT existen multiples polimorfismos, pero es el SNP rs4680,
posiblemente, el que posee una bibliografia méas extensa, pues se trata de
polimorfismo funcional clave en la actividad del enzima (Chen et al.,, 2004). En
consonancia con ello, han sido descritas diversas asociaciones con patologias
psiquiatricas, siendo muy diferentes para cada patologia los resultados obtenidos
(Maria et al., 2012; Voisey et al., 2011; Gupta, 2009; Ira et al., 2013). De este modo,
puede encontrarse como alelo de riesgo cualquiera de los dos posibles, es decir, G 0
A, dependiendo de la enfermedad. También se ha descrito para este SNP el fendmeno
genético de sobredominancia o “ventaja del heterocigoto”. En este caso, ambos
genotipos homocigotos son de riesgo mientras que el genotipo heterocigoto es
protector para la esquizofrenia (Hoenicka et al., 2010; Costas et al, 2011). Las
vinculaciones por sexo han sido también halladas, siendo varios los ejemplos en los
que el riesgo o proteccion que presentaba el grupo portador aparecia en uno de los
sexos pero no en el otro (Karayiorgou et al., 1999; Lang et al., 2007).

En los resultados aqui presentados ha podido encontrarse una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos masculino y femenino de la poblacién
control.

Se han valorado diferentes hipétesis que pudieran explicar estas diferencias en
las frecuencias alélicas y genotipicas. Inicialmente, debe estudiarse la posibilidad de
una segregacion en el reclutamiento de la poblacién control que provocara que la

muestra no fuera representativa de la poblacion general. Sin embargo, esta posibilidad
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gueda descartada al contrastar los datos demograficos de los participantes, en los que
se ha tenido en cuenta que no existieran sesgos, especialmente en lo referente a
edad, nivel de escolarizacion, presencia de consumo de sustancias y antecedentes
familiares de patologias psiquiatricas. También se ha valorado que no existieran
diferencias entre ambos grupos.

Conjuntamente, debe destacarse que esta diferencia en las frecuencias
aparece exclusivamente en este polimorfismo y no en otros. A su vez, la comparacion
con otros estudios en poblacion espafiola indica que la muestra conjunta del presente
trabajo (sin diferenciar hombres y mujeres) es similar en frecuencias alélicas y
genotipicas a las de dichos estudios, en los cuales no se indicaba que se hubiera
hecho distincion de la poblacion por sexos (Costas et al., 2011). Por lo tanto, se
considera a la poblacion control obtenida como representativa.

Ademas de lo mencionado puede establecerse que si bien esta diferencia en
controles no aparece explicitamente reflejada en la bibliografia, si han podido
consultarse estudios en los cuales los porcentajes de los distintos genotipos de los dos
géneros coinciden con los encontrados en el presente trabajo (Fernandez-de-las-
Pefias et al., 2012; Karayiorgou et al., 1997). Sin embargo, el nimero de controles en
dichos estudios era relativamente bajo, de modo que las diferencias no resultaban
significativas. En un estudio realizado en poblacion noruega femenina (Roten et al.,
2011), se mostraba que el porcentaje de mujeres con genotipo AA era superior al del
genotipo GG, lo cual es congruente con los resultados aqui presentados en el grupo
de mujeres control, pero contrasta con los datos ofrecidos como frecuencias generales
de la poblacion (conjunto unificado de hombres y mujeres), en la que se da la situacién
opuesta (dbSNP Short Genetic Variation ss76883807; HapMap). Puede observarse
también que en algunos trabajos existe una descompensacion evidente en el género
de la poblacion control. Asi, por ejemplo, en la poblacion presentada por el trabajo de
Maria et al. (2012) en poblacion griega, el porcentaje de varones en la muestra de
control era del 73,2%. En esta poblacion, las frecuencias eran muy similares a las
observadas dentro del grupo de varones en los resultados aqui obtenidos. En la
poblacion griega de pacientes con esquizofrenia se encontraba una asociacion con el
polimorfismo rs4680 por un aumento de la frecuencia del genotipo AA, en congruencia
a una poblacién de pacientes en la que también predominaban los varones, siendo un
63,9% del total. En cualquier caso, la comparaciéon de frecuencias alélicas y
genotipicas entre poblaciones de diferentes regiones es compleja, pues se observa

una elevada variabilidad entre los trabajos presentes en la bibliografia.
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Por lo tanto, puede valorarse que si bien no han sido reportadas como
significativas estas diferencias entre géneros, si pueden encontrarse frecuencias en
poblacion control que coinciden con las resultados expuestos anteriormente en el
presente estudio.

Establecer una hipétesis que sustente esta diferencia observada requiere
valorar e interpretar necesariamente las implicaciones del concepto de equilibrio
Hardy-Weinberg. Asi pues, debe tenerse en cuenta que cuando se cumplen las
condiciones del equilibrio HW no deben existir diferencias en las frecuencias genéticas
entre ambos sexos en genes localizados en los autosomas (Falconer & Mackay,
1996), evidencia que si se ha constatado en los resultados aqui presentados.

En un inicio, la aplicacion del equilibrio HW en los estudios genéticos de
poblaciones humanas se utiliz6 como una medida de control sobre las técnicas
utilizadas en el genotipado. En este sentido, cuando aparecian diferencias entre las
frecuencias esperadas y las observadas la direccién a seguir sugeria la revision de la
técnica empleada, pues se presuponia una infravaloracién de alguno de los genotipos
(Elston et al., 2009). Posteriormente, se ha pasado a considerar que las desviaciones
pueden ser debidas a sesgos en el muestreo o simplemente a que existen
polimorfismos que no son adecuados para el estudio. Esto implica que se esta
partiendo de la hip6tesis no demostrada que estima que las poblaciones humanas
poseen valores estaticos en las frecuencias alélicas y genotipicas, y que no aparecen
procesos evolutivos que madifican la estructura del acervo génico, es decir, procesos
dindmicos de variacion de las frecuencias genéticas.

De este modo, la aplicacion de la genética de poblaciones al estudio de la
genética clinica podria estar valorando como errores lo que quizas son en si mismo
hallazgos. En sentido estricto, cuando las frecuencias genotipicas en un locus
determinado presentan diferencias significativas con respecto a las esperadas en un
equilibrio Hardy-Weinberg, existe una evidencia de que alguno de los diversos
mecanismos evolutivos estd actuando. En la poblacion control reclutada se evaluaron
las diferentes posibilidades con objeto de validar los resultados obtenidos.

En primer lugar, se ha descartado la migracion como factor de influencia,
determinando el origen de los participantes y verificando que se tratara de una
poblacién homogénea.

A continuacion se valora la posibilidad de un fenémeno de deriva genética, la
cual, junto a los procesos estocasticos en general, afecta prioritariamente a grupos

pequefios con aislamiento reproductivo. La muestra del estudio provenia en todos los
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casos de nucleos poblaciones amplios no aislados genéticamente, de modo que no
seria justificable el concepto de deriva en una primera instancia.

La mutacion como base para explicar las diferencias observadas, es decir, que
uno de los alelos estuviera aumentando de frecuencia relativa por conversion de un
alelo en otro, implicaria la existencia de una tasa de mutacién muy superior a las tasas
de mutacion conocidas.

Por lo tanto, debe concluirse que es el cuarto tipo de mecanismo el que
produce esta desviacion de frecuencias, esto es, que existe un fenémeno de seleccién
con respecto a este polimorfismo, el cual genera una diferencia significativa entre la
poblacién femenina y masculina en la distribucién de frecuencias genotipicas.

La medida de este proceso selectivo ha sido realizada mediante el célculo del
valor de la eficacia biolégica o valor de fitness, correspondiente a cada uno de los
genotipos. Puede apreciarse, al compararlos, una ventaja selectiva del genotipo AA en
mujeres, mientras que el mismo genotipo tiene un fitness reducido en hombres.

Este fendbmeno en genética de poblaciones, o en genética evolutiva, es
conocido como conflicto sexual intralocus o IASC (por sus siglas en inglés, intralocus
sexual conflict). Este mecanismo supone que cada alelo y genotipo resulta perjudicial
0 ventajoso en funcion del género, es decir, tiene una eficacia bioldégica diferente
segun el sexo del portador (Partridge & Hurst, 1998). A su vez, el IASC se engloba
dentro de lo que se denomina evolucién o seleccién equilibradora: dado que existe una
ventaja para uno de los sexos la frecuencia del alelo tenderia a aumentar, pero al
presentarse una desventaja para el otro sexo, habria también una tendencia de
reduccién de la frecuencia. El efecto final es que en la poblacién, tomada como
conjunto completo, las frecuencias alélicas tienden a estabilizarse en torno a valores
de equilibrio. Por consiguiente, un proceso de tipo IASC actia manteniendo la
diversidad del acervo génico (Rowe & Day, 2006).

Este fendmeno genético y evolutivo ha sido ampliamente estudiado en
poblaciones de mudltiples especies y ha comenzado a ser valorado en poblaciones
humanas (Stearns et al., 2012; Stulp et al., 2012). En este sentido, existen estudios
gue indican diferentes tasas reproductivas para un valor fisiolégico o anatémico
concreto en funcion de que se presente en un sexo 0 en el otro. Esto indica que
existen caracteristicas biolégicas definidas que suponen una ventaja o una desventaja
dependiendo del género (Stulp et al.,, 2012). Dado que gran parte de estas
caracteristicas tienen una base genética, existira un conflicto entre los diferentes alelos

de un locus determinado.
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La aportacién y ventaja del presente estudio radica en que algunas de las
patologias asociadas a los valores de eficacia biolégica de los genotipos del
polimorfismo rs4680 han sido estudiadas como grupos independientes. Por lo tanto,
pueden valorarse los resultados de cada poblacién por separado y posteriormente
cruzarse para estimar si dichos resultados son coherentes.

Asi pues, tras observar la diferencia de frecuencias entre la poblacién de
hombres y mujeres en el grupo de control sin patologias psiquiatricas, se valora la
poblaciéon con esquizofrenia que no presenta trastorno por uso de sustancias. Como
resultado, se observa una marcada diferencia entre la poblacion femenina y la
masculina en la distribucion de frecuencias del polimorfismo rs4680. Esta diferencia
esta caracterizada por una evidente descompensacion de la frecuencia del genotipo
AA. En este caso, se encuentra que en hombres la frecuencia del genotipo AA supera
a la del genotipo GG, mientras que en mujeres la frecuencia de AA es 2,53 veces
menor a la de GG.

Las mismas deducciones hechas para la poblacién control son aqui vélidas, de
modo que puede afirmarse que existe un componente diferencial en la accién de los
alelos y genotipos del polimorfismo rs4680 con respecto a la esquizofrenia en funcion
del género. Incluso sin el contraste respecto a la poblacién control, el establecimiento
de una comparacién con las frecuencias calculadas para un equilibrio Hardy-Weinberg
ofrece la conclusion de que el genotipo AA es un genotipo de riesgo en el grupo de
hombres, mientras que para el grupo de mujeres podria interpretarse que el genotipo
Gportador €S de riesgo o0 que AA es protector frente a la patologia; planteamientos que
son complementarios y no excluyentes.

Cuando se realizan las correspondientes comparaciones entre la poblacién con
esquizofrenia y la poblacién control las conclusiones obtenidas de forma independiente
se complementan de manera coherente. Asi pues, la comparacion en la poblacion
femenina indica una disminucién de la frecuencia del genotipo AA en la poblacién de
pacientes, evidenciando una asociacion protectora o ventajosa para dicho genotipo en
mujeres, en contraposicion al genotipo GG o GA. Por lo tanto, en poblaciéon femenina,
las mujeres portadoras del alelo G tendrian un mayor riesgo de padecer la enfermedad
gue las no portadoras. También se observa que existe coherencia en cuanto al modelo
de herencia, de modo que los resultados obtenidos muestran un modelo recesivo para
el alelo A. De manera similar, la comparacion en poblacién masculina complementa lo
ya expuesto hasta el momento. Se observa un marcado aumento del porcentaje
correspondiente al genotipo AA en la poblacién de pacientes, acompafado de una

reduccion del porcentaje de individuos de genotipo GG y GA. Por tanto, se deduce que
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el genotipo de riesgo es AA. Conjuntamente, los resultados de frecuencias responden
también a un modelo de herencia recesivo al igual que en la poblacién femenina.

Los resultados ofrecen una pauta coherente en cuanto al modelo de herencia,
pero muestran una diferente implicaciéon del genotipo AA en hombres y en mujeres,
siendo protector en mujeres y de riesgo en hombres para una patologia psiquiatrica
grave como es la esquizofrenia.

Las frecuencias observadas y los valores de asociacién obtenidos en el grupo
formado por pacientes de psicosis dual, es decir, que presentaban un diagnostico de
esquizofrenia y ademas un trastorno por uso de sustancias (TUS), coinciden con los
hallazgos en esquizofrenia sin TUS. En este grupo, sin embargo, es destacable el
hecho de que el porcentaje de mujeres es muy reducido. Esta prevalencia de patologia
dual en poblacion femenina confirma la importancia del componente de género en
estas enfermedades. No obstante, el pequefio nUmero de pacientes femeninas con
patologia dual no ha permitido obtener conclusiones validas con respecto a dicho
grupo en cuanto a las asociaciones genéticas, aunque si se observan porcentajes en
la frecuencias genotipicas similares a los de la poblacién femenina con esquizofrenia
sin TUS. El grupo de hombres, por el contrario, era lo suficientemente amplio. De este
modo, se constata que es homogéneo con el de esquizofrenia sin TUS, es decir,
presenta porcentajes similares en la distribucion de sus frecuencias alélicas y
genotipicas, dando como resultado en el contraste con las frecuencias de la poblacién
control valores de asociacién significativos. Por lo tanto, puede considerarse que el
polimorfismo esta vinculado con el fenotipo de presencia de esquizofrenia, con
independencia de que exista 0 no un trastorno por uso de sustancias.

Respecto a la poblaciéon con trastorno bipolar, la primera evidencia es la
similitud de frecuencias que aparece entre el grupo femenino y el masculino, a
diferencia de lo que sucede en las poblaciones control y con esquizofrenia. Al realizar
las pruebas de contraste de frecuencias en los test de asociacion, se obtienen
resultados no significativos respecto a la poblacién control, pero también respecto a la
poblacion de pacientes con esquizofrenia, independientemente del género
considerado. Esto, inicialmente podria parecer contradictorio: dado que en las
frecuencias del polimorfismo rs4680 se observan diferencias significativas entre la
poblacién control y la de pacientes con esquizofrenia, cabria esperar entonces que la
poblacién con trastorno bipolar fuera similar a una de las dos, mostrando diferencias
con la otra. Sin embargo, cuando se comparan las frecuencias correspondientes de la
poblacion con trastorno bipolar, no aparecen diferencias estadisticamente

significativas ni con respecto a la poblacion control ni con respecto a la poblacién con
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esquizofrenia. Sin embargo, la observacion de dichas frecuencias muestra que éstas
se corresponden en realidad con valores intermedios situados entre los valores
extremos de las otras dos, causando, por consiguiente, que no aparezcan valores
significativos en ninguna de las comparaciones.

En conclusién, los resultados del trastorno bipolar plantean una tendencia que
es similar a la que aparece en la esquizofrenia. La interpretacion de una tendencia no
significativa siempre resulta controvertida. Aqui se resalta no como un resultado en si
mismo, sino por el valor que aporta a la interpretacion del resultado obtenido para la
poblacion con esquizofrenia. Asi pues, en poblacion femenina, la frecuencia del
genotipo AA es menor en trastorno bipolar que en controles, mientras que en
poblacién masculina sucede lo contrario, es mayor la frecuencia del genotipo AA en
pacientes que en controles. Esta tendencia, aunque no resulte significativa, es la
misma que se muestra en la poblacion con esquizofrenia. Es esta subida de la
frecuencia en hombres y bajada en mujeres la que sitia las frecuencias en un valor
intermedio igualdndolas entre si. En la representacion de las gréaficas 3 y 4 se visualiza
esta tendencia. No se esta indicando con ello que el trastorno bipolar sea un fenotipo
intermedio entre la ausencia de trastorno psiquiatrico y la esquizofrenia, dado que
dicha discusion queda por completo fuera del objetivo de esta tesis. Pero si se indica
una coherencia entre los resultados de las poblaciones que forman parte del estudio,
constatando una diferente vinculacién del genotipo AA en funcién del género. De este
modo, aunque no puede afirmarse que exista una asociacién entre el polimorfismo
rs4680 y el trastorno bipolar, los resultados en esta poblaciéon consolidan las
conclusiones que pueden extraerse para la poblaciéon con esquizofrenia. Por lo tanto,
estudios posteriores podrian incluir la cuestién de los limites entre ambos trastornos a
partir de los resultados aqui obtenidos, en consonancia a otros trabajos que también
han cuestionado la frontera que los delimita, la denominada “dicotomia Kraepeliana”
(Craddock et al, 2009; Craddock & Owen, 2010)

En consecuencia, pueden resumirse estos hallazgos en las siguientes
cuestiones fundamentales. Primero, que la poblacion control en si misma muestra a
través del célculo de los valores de fitness la diferente implicacion del genotipo AA en
funcion del género, siendo el fitness una medida de la eficacia biolégica de un
genotipo en un locus concreto. De este modo se encuentra que la homocigosis AA
posee una ventaja en mujeres, mientras que en hombres presenta una reduccion del
fitness.

Posteriormente, los valores de significacion en el contraste de poblaciones

indican la existencia de una asociacion entre el polimorfismo y la esquizofrenia. Para
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valorar la direccionalidad y el peso que supone la influencia del genotipo de este
polimorfismo en el desarrollo de la patologia deben destacarse los valores de odds-
ratio (razén de probabilidades) (Lachenbruch, 1997). De este modo, se observa que la
implicacion del genotipo AA en el polimorfismo rs4680 se corresponde con un odds-
ratio de 2,37 en contraste de frecuencias en hombres y de 0,42 en el contraste de
frecuencias en la poblacibn de mujeres. En este segundo caso, la interpretaciéon
complementaria seria considerar de riesgo el genotipo Gyorador, UE €quivale a un valor
de odds-ratio de 2,36. Configuran de este modo todos los cruces y contrastes de
frecuencia un modelo coherente y consistente que define el grado de contribucion del
genotipo AA al desarrollo de la esquizofrenia. Hay que puntualizar que cuando se
realizan estudios caso-control no debe interpretarse el valor de odds-ratio como una
medida del riesgo relativo (Zhang & Yu, 1998). Sin embargo, cuando el rasgo de
estudio es relativamente raro, es decir, inferior al 10% (p<0,10), los valores del odds-
ratio y del riesgo relativo se aproximan y pueden resultar intercambiables (Altman et
al., 1998; Martinez-Gonzalez et al., 1999; Bland & Altman, 2000). Dado que la
prevalencia de la esquizofrenia es aproximadamente de un 1%, se acepta la similitud
entre el odds-ratio y la razén de riesgo.

Gracias al estudio de dos patologias concretas relacionadas con el
polimorfismo, puede concluirse que el valor de fithess calculado, asi como las
diferencias entre los distintos genotipos y géneros, esta en relacion directa con el
espectro de las enfermedades psiquiatricas graves. Puede sefialarse también la
posibilidad de que las dos patologias psiquiatricas aqui estudiadas no sean las Unicas
vinculadas a este polimorfismo. Lo cual estaria en consonancia con la bibliografia, que
muestra multiples sindromes asociados al SNP rs4680 de una u otra manera
(Fernandez-de-las-Pefias et al., 2012; Beuten et al., 2006).

Por todo ello, pueden englobarse estos resultados en un modelo de mecanismo
evolutivo equilibrador, denominado conflicto sexual intralocus, un proceso que implica
gue una determinada caracteristica biol6gica, definida genéticamente, tiene diferente
valor selectivo en funcion del género, produciendo como consecuencia una
distribucion amplia de ambos alelos (Parker, 1979).

La transcendencia de destacar el papel de los procesos evolutivos en las
investigaciones referentes a la genética de la esquizofrenia y el trastorno bipolar ha
sido establecida en si misma como una linea de investigacion que progresivamente ha
crecido en importancia (Keller et al. 2006; Crow, 2008; Uher, 2009; Keller et al. 2012).
La cuestion fundamental, la denominada “paradoja central de la genética de la

esquizofrenia” por Doi et al. (2009), es resolver por qué las variaciones genéticas
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comunes de susceptibilidad en los trastornos psiquiatricos, las cuales presentan una
fuerte seleccién negativa, se mantienen en la poblacion a lo largo del tiempo evolutivo
en frecuencias elevadas. Diversas hipotesis han sido propuestas en respuesta a esta
cuestion. Entre ellas se encuentran las siguientes: existencia de mutacion-seleccion
equilibradora (balanceada), ventaja del heterocigoto, selecciéon negativa dependiente
de la frecuencia y neutralidad ancestral (Crow, 1995; Briine, 2004; Keller & Miller,
2006). En los resultados obtenidos para el gen COMT en este trabajo, se observa uno
de los mecanismos que se engloban dentro de la categoria general de seleccién
equilibradora, tal y como evidencian los célculos de fitness presentados.

Entre las investigaciones que han abordado mas directamente la cuestion y
gue resultan mas completas en su estimacion del valor de fitness en las enfermedades
psiquiatricas se encuentra el estudio de Power et al. (2013). Este trabajo se centra en
la poblacién Sueca nacida entre 1950 y 1970, lo cual ha supuesto el seguimiento de
2.356.598 individuos. En esta poblacion han aparecido 18.890 pacientes de
esquizofrenia y 14.439 pacientes de trastorno bipolar, es decir, que las prevalencias
obtenidas son de un 0,8% y un 0,61% respectivamente. En la poblacién de pacientes
con esquizofrenia el ratio hombre/mujer era de 1,5:1 y el ratio de fertilidad en relacion
a la poblacién no psiquiatrica presentaba también divergencia en funcion del género.
Asi pues, el ratio de fertilidad en hombres afectados era de 0,23 mientras que era de
0,47 en mujeres, remarcando con ello el dimorfismo sexual de la patologia y una
situacion mas grave en el género masculino. Resulta muy interesante destacar que en
este estudio el ratio de fertilidad estaba también reducido en los hermanos que no
presentaban sintomas psicéticos, mientras que estaba aumentado moderadamente en
las hermanas sin sintomas. En cuanto al trastorno bipolar, el ratio hombre/mujer era
inverso al de la esquizofrenia, es decir, se obtenia un ratio 1:1,5 sefialando asi que
este trastorno es mas frecuente en mujeres que en hombres. Estos ratios por género,
tanto para esquizofrenia como para trastorno bipolar, son muy similares a los ratios
observados en la muestra poblacional reclutada para el presente trabajo. Dentro del
trastorno bipolar el ratio de fertilidad también ofrecia diferencias entre poblacion
masculina y femenina, aunque las diferencias eran menores que en el caso de la
esquizofrenia, siendo de 0,75 y de 0,85 respectivamente. Asimismo, otras cuatro
patologias fueron evaluadas por su reduccion en la fertilidad: autismo, depresion,
anorexia y trastornos por uso de sustancias.

Existen diferentes hipotesis que expliquen la afectacién de la tasa reproductiva
o del valor de fitness en los pacientes con trastornos psiquiatricos graves (Laursen &

Munk-Olsen, 2010; Bundy et al., 2011; Power et al., 2013). Entre las mas plausibles se
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encuentra la que se fundamenta en la dificultad que presentan estos pacientes para
establecer relaciones personales y de pareja. Debe considerarse que en estas
patologias el desarrollo y evolucion de los sintomas suele interferir con diversos
aspectos vitales, entre los que se encuentra el desarrollo psicosocial. Dado que la
edad de inicio se sitla hacia el final de la adolescencia y principio de la edad adulta,
siendo generalmente de caracter cronico, el periodo reproductivo se ve afectado casi
por completo. Asi pues, se explicaria el bajo ratio de descendencia como una
consecuencia de la dificultad para desenvolverse en su entorno social. También se ha
argumentado que este fendmeno podria deberse al tratamiento, pues entre los efectos
secundarios de la medicacion se encuentra la disfuncién sexual y la infertilidad debido
a sus efectos sobre el equilibrio hormonal. No obstante, este hecho podria explicar la
afectacién Unicamente en el periodo histérico en el que ha existido tratamiento
farmacoldgico.

Establecer una hipotesis que explique por qué un alelo con un efecto definido
sobre las caracteristicas bioquimicas de una enzima puede relacionarse a su vez con
dos fenotipos contrapuestos que modifican el fitness, es complejo y requiere
contemplar diversas posibilidades. Dado que la diferencia de accién esta en funcion
del género, se plantea revisar qué relacion puede tener la catecol-O-metiltransferasa
con dicha diferencia de género y asi establecer una base plausible que describa un
mecanismo de tipo IASC (intralocus sexual conflict). La primera aproximacién puede
realizarse a partir de la propia ruta de degradacién de las monoaminas, de la cual la
enzima COMT es clave. La ruta consta de dos pasos, siendo la otra enzima implicada
la monoamino oxidasa (MAQO), de la cual existen dos posibles, MAO-A y MAO-B.
Cada una de ellas esta codificada por un gen independiente. Estos dos genes son
contiguos y estan localizados en el cromosoma X. Ambas enzimas pueden actuar
sobre la dopamina y a su vez ser la segunda enzima de la ruta para completar la
inactivacion, dando como resultado acido homovalinico. El hecho de que los genes de
MAO estén en el cromosoma X implica que las mujeres poseen dos copias de cada
uno de ellos, mientras que los hombres solo portan una. Esto podria producir
diferencias de género en la regulacion del metabolismo de las monoaminas. A su vez,
una diferencia en la regulacion podria generar diferencias en el efecto fisiologico final
de un determinado polimorfismo funcional como rs4680. Es por ello que se decidié
incluir en el presente trabajo el estudio de polimorfismos en estos dos genes, con el fin
de evaluar causas genéticas que presentaran diferencias de género en

correspondencia con la prevalencia de la enfermedad.
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En los resultados aqui obtenidos se ha determinado que el polimorfismo rs6323
en MAO-Ay el polimorfismo rs1799836 de MAO-B, estan en equilibrio Hardy-Weinberg
y que no se presentan diferencias en la distribucion de frecuencias entre las
poblaciones control y con esquizofrenia, tanto masculina como femenina. Por lo tanto,
no pueden establecerse asociaciones individuales entre los polimorfismos y la
condicién patoldgica.

Se analizaron, posteriormente, las correlaciones que pudieran existir entre los
polimorfismos de los genes MAO-A y MAO-B con el polimorfismo rs4680 del gen
COMT, de forma que pudieran ponerse de manifiesto posibles interacciones
epistaticas. Estos analisis no arrojaron resultados positivos. En un principio, en la
poblacion femenina de pacientes, aparecian en los contrastes de las frecuencias de
genotipos combinados valores significativos que podrian indicar un mejor ajuste
descriptivo de la poblacién. Sin embargo, analizados los subgrupos en funcién del
genotipo en rs4680 por separado, no se observaban variaciones internas en la
distribucion de frecuencias del segundo SNP, tanto para rs6323 como para rs1799836.
No se cumplia, por lo tanto, el segundo criterio establecido. De manera similar, para
cada genotipo posible en rs6323 o0 en rs1799836, la distribucion de los genotipos
Gportador Y AA para rs4680 se ajustaba a lo esperado en la poblacion conjunta, no
evidenciando un cambio de tendencia. Por consiguiente, debe deducirse que no
aparecen asociaciones entre los polimorfismos del sistema dopaminérgico estudiados
en la poblacion femenina. Los mismos criterios permitieron deducir que no aparecen
interacciones de tipo epistasia en la poblacibn masculina entre los polimorfismos
rs4680, rs6323 y rs1799836.

Por lo tanto, en lo que respecta al analisis de las distribuciones de frecuencias
alélicas y genotipicas en los polimorfismos genéticos del sistema dopaminérgico, la
asociacion con la aparicion de esquizofrenia queda limitada al polimorfismo rs4680, no
presentando asociaciones entre los SNP que sirvieran para establecer una correlacion
con la epidemiologia de la enfermedad.

El SNP rs4680 presenta dos alelos, el ancestral G y un alelo alternativo A, lo
cual corresponde a un cambio de aminoacido en la proteina. Esto a su vez causa un
cambio en la actividad del enzima, de modo que en el caso del alelo A, la actividad
esta reducida cuatro veces respecto al alelo G. Ademas, el recambio del enzima es
mas rapido. Ambos aspectos implican, segun ha podido estudiarse en modelos in vitro,
gue las células homocigotas AA tienen menor actividad o tasa de degradacion de las

monoaminas (Chen et al., 2004).
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La asociacion masculina encontrada en el presente trabajo, vincula el genotipo
AA con el fenotipo de esquizofrenia, por lo tanto, los hallazgos estarian en
consonancia con la teoria clasica que explica la base bioquimica de la patologia como
un estado de hiperdopaminergia, ya sea por una elevacion propia de la dopamina, por
una sensibilizacién al neurotransmisor o por un menor rango de tolerancia.

Sin embargo, en la poblacién femenina se encuentra justo lo opuesto, es decir,
que el genotipo AA tiene un fitness mayor que los otros dos genotipos posibles, GA y
GG. Esto implica que el genotipo de baja actividad, que produce elevacion del tono
dopaminérgico, supone una ventaja que reduce el riesgo general de padecer esta
patologia. EI gen COMT tiene diversas relaciones funcionales que podrian explicar la
diferencia de género en la asociacion a patologias desde un modelo de conflicto
sexual intralocus. En primer lugar, cabe destacar que recientes hallazgos han
encontrado que la testosterona (T) y la dihidrotestosterona (DHT) regulan los niveles
de ARNm de los genes COMT, MAO-A y MAO-B en la sustancia nigra de ratas
adolescentes macho asi como también producia una regulacion al alza del receptor de
androgenos (Purves-Tyson et al., 2012). Otros estudios ya han puesto de manifiesto el
papel de la testosterona en el mayor riesgo de padecer esquizofrenia que presentan
los adolescentes varones, fundamentalmente a través de la influencia que tiene esta
hormona en la maduracién de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro medio
(Johnson et al.,, 2010). Existen también trabajos en los que la administracion de
testosterona producia incrementos de la dopamina estriatal (Dluzen & Ramirez, 1989).
Asimismo, ha sido descrito un descenso de la supervivencia neuronal en el cerebro
medio de rata como efecto de los andrégenos (Johnson et al., 2010). En cualquier
caso, el papel de la testosterona en la regulacion del metabolismo de la dopamina no
esta completamente dilucidado. Otro aspecto a tener en cuenta es la relacién de la
dopamina y la prolactina. En este sentido, es conocida la capacidad de la dopamina
para inhibir la produccion de prolactina. Esta inhibicion se produce a través de la via
tuberoinfundibular y su accién estd bien contrastada, pues dentro de los efectos
secundarios de los neurolépticos, bloqueantes de los receptores dopaminérgicos, se
encuentran elevaciones de los niveles de esta hormona (Fernandez-Ruiz et al., 1997,
Gonzalez-lglesias et al., 2008). Por ultimo, puede remarcarse que la enzima COMT
presenta entre los sustratos sobre los que realiza su accion a los compuestos
hormonales derivados del metabolismo del estradiol, los denominados catecol-
estrégenos (Guldber & Marsden, 1975), motivo por el cual la accion de COMT vy del
polimorfismo rs4680 han sido también investigadas en su relacion con el riesgo, entre

otros, del cancer de mama (Martinez-Ramirez et al., 2013). Por otra parte, los
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estrogenos parecen poseer capacidad neuroprotectora en las células de las vias
dopaminérgicas nigroestriatales (Dluzen & Horstink, 2003)

Existen, por consiguiente, evidencias de un equilibrio dopaminérgico
diferenciado entre sexos (Dluzen & McDermott, 2008); lo cual, al menos en parte,
también ha sido expuesto por los estudios que indican que la respuesta al tratamiento
es distinta en funcién del género (Hafner et al., 1991; Yonkers et al., 1992; Dawkins et
al., 1993). Asi pues, se ha observado que las mujeres necesitan, en general, menor
cantidad de antipsicéticos atipicos para producir la respuesta al tratamiento, aunque
posteriormente a la menopausia necesitan unas dosis mayores que los hombres, lo
cual puede ser compensado mediante terapia sustitutiva de estrogenos (Hafner, 2003).
Asimismo, se estima que la respuesta es mas rapida y efectiva, pero también existe
mayor sensibilidad a los efectos secundarios (Miller & Jankovic, 1990).

No obstante, pese a las evidencias que se acumulan en relacién a las
diferencias entre hombres y mujeres en todos los ambitos de la patologia (McGrath et
al., 2005), resulta imposible elaborar un modelo global, pues en muchos aspectos los
resultados obtenidos por distintos grupos de trabajo son contradictorios.

Finalmente, puede establecerse que una parte muy importante de los
resultados de mayor interés, respecto al polimorfismo rs4680, han sido hallados en su
relacién con el polimorfismo rs1468412 del gen GRMS3, por lo que seran tratados y

discutidos en el siguiente apartado.

2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN EL GEN GRMS3.

Los resultados obtenidos para el polimorfismo rs1468412 en el gen GRM3 han
mostrado una asociacién condicionada al género, observandose diferencias
significativas en la distribucién de frecuencias entre el grupo de control y el grupo de
pacientes exclusivamente en la poblacién femenina. Estos valores de asociacion
aunque entran en el rango de significacion estan, no obstante, cercanos al limite. A su
vez, las variaciones en las frecuencias de los distintos genotipos y los ratios
correspondientes a estas variaciones indican un modelo de herencia dominante para
el alelo T en la poblacion femenina, dado que tanto el genotipo heterocigoto AT como
el homocigoto TT presentan una frecuencia aumentada en el grupo de pacientes. Se
define, por lo tanto, el alelo T como un alelo de riesgo con un valor de odds-ratio de

1,43 y conforma la categoria de genotipos Tporador CON UN 0dds-ratio de 1,60.
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La localizacion del polimorfismo rs1468412 dentro del gen en la regién central
del intron 3 implicaria, en principio, clasificarlo como un polimorfismo no funcional. Sin
embargo, han sido publicados trabajos en lo que se muestra que la presencia de uno u
otro alelo tiene un efecto molecular y bioquimico. De este modo, el estudio presentado
por Xia et al. (2012) indica que los individuos con trastorno por consumo de alcohol y
portadores del alelo T poseen un descenso significativo del ratio formado por las
concentraciones del N-acetilaspartato y la creatina (NAA/Cr). Este ratio es un indicador
de pérdida neuronal, asi como de axones y dendritas atrofiados, especialmente en las
neuronas piramidales del cortex prefrontal (Simmons et al., 1991; Moffet et al., 2007),
de modo que los ratios bajos sefialan un peor estado de las conexiones neuronales
(Schuff et al., 2006). En el trabajo de Xia et al. (2012) estos ratios NAA/Cr reducidos se
presentaban conjuntamente con bajas puntuaciones en los test de funcidén ejecutiva.
Los individuos del estudio eran pacientes con trastornos por consumo de alcohol y en
todos ellos habia un descenso de estos dos indicadores respecto a los individuos
control, siendo en los pacientes Tyotadores MUy marcado y significativo. Esto permitia
concluir que el genotipo estd sefialando una cierta vulnerabilidad a los efectos del
alcohol o potenciando los efectos neurotoxicos del mismo, es decir, se trata de un
fenotipo condicionado a un trastorno previo, dado que el descenso del ratio indicador
no se encuentra en los individuos control que son Tyoradores Y NO cONsumidores. En este
mismo estudio también se encontraba asociacion de estos fenotipos con otro
polimorfismo situado igualmente en la region intrénica del gen GRM3, el SNP
rs6465084, el cual mostraba efectos muy similares.

La asociacion funcional del polimorfismo rs1468412 con fenotipos de pérdida
de viabilidad neuronal y funcién ejecutiva en el cortex frontal podria explicar los
resultados de asociacion encontrados que lo relacionan con la aparicion de
esquizofrenia (Fujii et al., 2003; Chen et al., 2005), si bien otros estudios no han
podido reproducir dichos resultados (Kawakubo et al., 2011; Bishop et al., 2011).

En cualquier caso, los resultados aqui presentados relativos al polimorfismo
rs1468412 del gen GRM3 que muestran una mayor relevancia son los que se ponen
de manifiesto en el analisis de la correlacién con el polimorfismo rs4680 del gen
COMT, los cuales parecen indicar una relacién de epistasia entre ambos y en cierta
medida podrian explicar la causa por la cual los resultados de asociacion del
polimorfismo rs1468412 han sido menos consistentes que los del rs4680.

Para determinar los genotipos conjuntos rs4680-rs1468412 se parti6 de los
modelos de herencia obtenidos para cada uno de los SNP independientemente, es

decir, un modelo recesivo para el alelo A en el polimorfismo rs4680 (estableciendo asi
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las categorias Gporagor Y hOomocigoto AA) y dominante para el alelo T en el polimorfismo
rs1468412 (estableciendo las categorias de homocigoto AA Y Tporador). L& combinacion
de estas categorias ofrece, por lo tanto, cuatro posibles combinaciones genotipicas,
las cuales han mostrado también variaciones en la distribucion de frecuencias
dependientes de género. Asi pues, en la poblacién femenina se observa que el
genotipo de riesgo, dado que aumenta su frecuencia en el grupo de pacientes, es el
genotipo Gporador T portador- EStO €Staria en congruencia con los resultados obtenidos de
manera separada para cada polimorfismo. Para interpretar los resultados obtenidos
para el genotipo conjunto se considera cumplido el criterio establecido por el cual el
valor (p) obtenido en la distribucién de frecuencias aporta un nivel de significaciéon
mayor que el obtenido independientemente para cada uno de los SNP, indicando con
ello un mejor ajuste de los resultados y, por lo tanto, una interpretacién del modelo
mas ajustada a su accion real. De este modo, el valor para la distribucién general es
de p=0,0002 y para la frecuencia del genotipo combinado Gportador- T portador €S P=0,0001
con un odds-ratio de 2,52. Este valor implica una mayor accion conjunta de ambos
alelos y puede considerarse como una epistasia entre ambos loci.

El segundo criterio, en el analisis de la epistasia, implica valorar si las
distribuciones del segundo polimorfismo en cada uno de los grupos formados en
funcién del genotipo del primero son homogéneas. En este sentido se encuentra una
clara diferencia, asi pues, en el grupo de pacientes, dentro de 10S Gporagores Para
rs4680 el 56% son Tporadores €N 151468412, mientras que en el grupo de genotipo AA
para rs4680 soOlo el 37% son Tpotadores: S€ Observa, ademas, que el valor de
significacion ofrecido para el riesgo del genotipo Tyomador S€ reduce de manera
consistente, tomando un valor de 0,0018 a diferencia del valor de 0,0342 que
presentaba en la distribucion general. Finalmente, es el tercer criterio el que confirma
la relacion de epistasia entre ambos polimorfismos y establece su definicién en sentido
estricto. Al separar las poblaciones en dos grupos en funcion del polimorfismo
rs1468412 de GRM3, es decir, genotipo AA (Tabla 52) y genotipo Tyortador (Tabla 53),
se observa una evidencia crucial. Puede comprobarse que en la poblacién de genotipo
AA no hay desviaciones del polimorfismo rs4680 entre controles y pacientes, mientras
que en la poblacion Tponader 1@ desviacion es muy elevada, pasando el genotipo de
riesgo de un 65,79% a un 91,36% y marcando un odds-ratio de 5,50 [2,2-13,63].

La lectura de este resultado supone que el genotipo de riesgo en rs4680 es
Gnicamente un genotipo de riesgo si aparece un genotipo concreto en el polimorfismo
rs1468412. De este modo, el riesgo del genotipo Goador €Sta condicionado a la

presencia de Tponador, Y NO Seria un genotipo de riesgo para aquellos individuos que
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son de genotipo AA en rs1468412. De este modo, puede concluirse que el
polimorfismo rs4680 confiere un rasgo y el polimorfismo rs1468412 permite 0 no que
dicho rasgo se exprese.

Para clasificar esta epistasia debe definirse el rasgo o fenotipo. Tal y como ya
ha sido tratado, los resultados pueden interpretarse de dos maneras complementarias,
esto es, que Gpoador €S de riesgo 0 que AA es protector. Por consiguiente, si
denominamos al fenotipo "riesgo”, el genotipo que lo produce seria la presencia de G
dominante y T dominante. Se trataria, en conclusion, de una epistasia doble recesiva,
dado que una pareja homocigota recesiva en cualquiera de los dos loci inhibiria el
fenotipo. A su vez, podria considerarse el fenotipo "proteccién”, en cuyo caso seria
necesaria la presencia de dobles alelos recesivos en ambos loci, siendo, por lo tanto,
un ejemplo de epistasia doble dominante, pues cualquiera de los alelos dominantes en
cualquiera de los loci, inhibe el fenotipo.

La poblacion masculina muestra una accion contrapuesta. En primer lugar se
destaca que no se obtuvieron valores de significacion para el SNP rs1468412.
Tampoco los ratios o pequefias desviaciones de frecuencia mostraban una tendencia
o0 un modelo de herencia definido. Valorando las diferentes posibilidades se observa
gue la asuncién del mismo modelo de herencia que en la poblacién femenina permite
obtener resultados positivos también en la poblacién masculina. De este modo se ha
obtenido un valor de asociacion significativo para la variacion en la frecuencia del
genotipo combinado AA-AA. Este valor (p=0,0029) es de magnitud similar al obtenido
para el genotipo independiente de COMT vy dificulta su interpretacion, indicando con
ello que la variacién en el ajuste de los resultados a un modelo no aporta grandes
diferencias. Al aplicar el segundo criterio se observa que las dos poblaciones, Gyortador Y
AA, son similares en sus distribuciones de frecuencias en los genotipos del
polimorfismo rs1468412. Lo mismo sucede en la comparacion de las frecuencias
segregando en el sentido inverso. Por lo tanto, se concluye que no hay correlaciéon ni
epistasia entre ambos polimorfismos en la poblacion masculina.

Estos resultados alcanzan, por consiguiente, un segundo nivel en la
diferenciacion de la epidemiologia genética de la esquizofrenia entre la poblacion
masculina y femenina. Por un lado, existe una diferente vinculacién de alelos en el
polimorfismo de COMT para cada una de las dos poblaciones, por otra parte, la
epistasia que se establece con el polimorfismo del gen GRM3 también queda
condicionada al género, pues sélo se presenta en poblacion femenina.

La correlacion entre los genes COMT y GRMS3 ha sido puesta previamente de

manifiesto por el estudio de Tan et al. (2007), aunque no se remarcaba una accion
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diferencial entre sexos. En este caso, el estudio se centraba en diferencias aparecidas
en los test de memoria de trabajo en personas sin sintomas ni patologia psiquiatrica y
ofrecia como resultado una constatacion de la epistasia entre los dos genes. Este
estudio utilizaba también el SNP rs4680 para el gen COMT, mientras que para el gen
GRM3 el SNP de referencia era el rs6465084 (NM_000840.2:c.468+8546A>G). Este
polimorfismo esta en el intron 2 (posicion 86.403.475, cromosoma 7, GRCh37.p10) y
ha sido asociado a diversos fenotipos relacionados con la esquizofrenia. Estudios
previos al publicado por Tan et al. (2007) muestran una asociacién de este
polimorfismo tanto con los fenotipos de esquizofrenia como con alteraciones del ratio
NAA/Cr de manera muy similar a la del polimorfismo rs1468412 (Marenco et al., 2006;
Egan et al., 2004) y ha sido confirmado posteriormente (Xia et al., 2012). De ese modo
pueden establecerse ciertas analogias entre ambos polimorfismos de GRM3, siendo el
genotipo AA de rs6465084 el que presenta fenotipos similares a los genotipos Tgortador
de rs1468412.

Asi pues, el genotipo conjunto rs4680-rs6465084 que determinaba peores
resultados en los test y parametros de memoria de trabajo era GG — AA, y seria el
equivalente al genotipo  Gporador- Tportador  (1S4680-rs1468412) determinado como
genotipo de riesgo para la poblacion femenina por los resultados aqui presentados.
Puede destacarse que, si bien Tan et al. no indican en sus conclusiones una
vinculacion al género, se observa que el grupo con dicho genotipo est4 compuesto por
dos terceras partes de mujeres (6 de 9). Por su parte, el genotipo que podria
suponerse como de riesgo en hombres sélo esta representado por dos individuos, por
lo que cabe la posibilidad de que el limitado nimero de sujetos del estudio no permita
encontrar las diferencias en funcion del género, si bien se muestra una coherencia con
los resultados aqui expuestos.

Para cerrar los resultados concernientes al polimorfismo rs1468412 del gen
GRM3 cabe mencionar que su correlacion independiente quedaba vinculada a la
poblacion femenina con esquizofrenia, es decir, no aparecia en la muestra poblacional
de pacientes con trastorno bipolar del mismo género. Esto es destacable porque,
como ya ha sido discutido, en la poblacion de esta enfermedad si bien no se
encontraban valores de asociacion positivos, si se podian observar tendencias
coherentes con los resultados obtenidos en la poblacion con esquizofrenia en la
distribucion de frecuencias del SNP rs4680. Sin embargo, en el polimorfismo
rs1468412 la similitud con la poblacién control marcaba una gran diferencia respecto a

la poblacién con esquizofrenia.
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3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN GENES DEL
SISTEMA ENDOCANNABINOIDE.

Respecto a los resultados de los polimorfismos en genes del sistema
endocannabinoide, el hallazgo principal se centra en la asociacidbn positiva que
presenta el polimorfismo rs35761398 del gen CNR2 en la muestra de pacientes con
psicosis dual. Asi pues, se observd un aumento marcado de las frecuencias de los
genotipos CC/TT y TT/TT. Este aumento es independiente del género y los resultados
se ajustan a un modelo de herencia dominante para el alelo TT, el cual produce un
incremento del riesgo de padecer esta situacion comérbida caracterizada por la
presencia de esquizofrenia y de un trastorno por uso de sustancias (TUS).

Esta desviacién de las frecuencias no aparece ni en la muestra de pacientes
con esquizofrenia ni en la de pacientes con trastorno bipolar, ambas, poblaciones
constituidas por individuos que no presentan TUS. Por su parte, el reducido nimero de
individuos en la poblacién de patologia dual por trastorno bipolar y TUS no permite la
obtencion de conclusiones consistentes. En consonancia con este resultado la
comparacion entre las frecuencias de la poblacién con esquizofrenia sin TUS y las de
la poblacién con psicosis dual ofrecia una diferencia significativa, indicando, por lo
tanto, que las dos poblaciones son diferentes en este aspecto. La comparacion de los
odds-ratio permite, ademas, comprobar esta diferencia entre ambas poblaciones. De
este modo, entre la poblacién control y la poblacién con psicosis dual, para el genotipo
TTporador. €1 0dds-ratio es de 1,96. La comparacion entre poblacion con esquizofrenia y
con psicosis dual ofrece un valor de 1,84 para este modelo de herencia dominante del
alelo TT. Son, por lo tanto, cifras muy semejantes que indican un peso similar de este
alelo sobre la aparicién del fenotipo de psicosis dual pero no para la esquizofrenia sin
TUS.

El concepto de patologia dual, actualmente, contindia planteando una discusién
abierta, cuestionando si debe o no definirse como una entidad nosoldgica diferenciada
(Mueser et al., 1998). Esto implica que puede considerarse la situacion comaérbida de
trastorno psiquiatrico y TUS como una confluencia de patologias independientes no
relacionadas, o por el contrario, como una enfermedad en si misma mas alld de la
similitud que pueda presentar con otros cuadros clinicos.

Las diferencias halladas en el presente estudio, para las frecuencias del
polimorfismo de CNR2, entre poblacion de esquizofrenia y poblacion con psicosis dual,

no han podido ser comparadas con pacientes duales que presentaran como patologia
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de base el trastorno bipolar, dada la escasa prevalencia de TUS en la poblacion
reclutada con dicha patologia.

Para solventar esta cuestion se recurri6 a una poblacion complementaria al
estudio, constituida por individuos con trastornos por uso de sustancias. Este grupo de
pacientes ha recibido asistencia en diversos centros de ayuda al drogodependiente
(CAD) de la Comunidad de Madrid y de Castilla-La Mancha y en el Servicio de
Psiquiatria de la Fundacion Hospital de Alcorcén. El nimero de pacientes reclutado no
es elevado y no pudo caracterizarse completamente, lo que dificulta la obtencion de
conclusiones robustas. No obstante, la importancia de contrastar los resultados
anteriormente mencionados causa que se presenten los datos obtenidos para esta
poblacion, siempre teniendo en cuenta que son resultados preliminares que deben
contrastarse posteriormente. Asi pues, se consider6 que esta muestra poblacional
presentaba un numero suficiente como para observar una elevada similitud en la
distribucion de frecuencias del polimorfismo rs35751398 respecto a la poblacién
control y, por lo tanto, diferente a la distribucion de frecuencias presentada en la
poblacién con patologia dual. En los odds-ratio, la relacion entre el grupo de control y
el grupo con TUS es de 1,12 mientras que al comparar la poblacion de TUS con
respecto a la de psicosis dual el valor obtenido es de 1,75.

Consecuentemente, este dato indica que el polimorfismo rs35761398 de CNR2
esta asociado al consumo en la poblacién psiquiatrica, no asi en la poblacién sin
sintomas de esquizofrenia. Este hallazgo debe ser confirmado por posteriores estudios
que amplien el numero de individuos consumidores para contrastar las diferencias
entre ambos grupos.

Las frecuencias del polimorfismo rs324420 del gen FAAH muestran una
asociacion que aparece al contrastar la poblacién control y la muestra de pacientes
con TUS sin sintomas psicéticos, pero no al comparar controles frente a la poblacién
con psicosis dual. En el grupo de pacientes con TUS se observa un aumento de los
dos genotipos homocigotos, CC y AA, con una reduccion equivalente y marcada del
porcentaje del genotipo heterocigoto. Esto implicaria un caracter protector del genotipo
CA. EIl caracter protector frente a una patologia, o una ventaja selectiva, para el
genotipo heterocigoto ha sido descrito en la bibliografia y se conoce como
sobredominancia o “ventaja del heterocigoto” (Falconer & Mackay, 2006). Este modelo
de herencia se conceptualiza como una ventaja que posee el individuo que porta
alelos diferentes en un locus determinado. Las dos explicaciones que fundamentan
este modelo contemplan dos posibilidades: la primera, que el heterocigoto suponga un

fenotipo intermedio entre dos extremos de riesgo; la segunda, que cada variedad del
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gen sea 6ptima para una circunstancia o factor ambiental diferente, de modo que
poseer ambas variedades supone un mayor rango de respuesta ante los cambios del
entorno. En las patologias psiquiatricas han sido publicados algunos hallazgos que
implican a este tipo de accién genética (Keller & Miller 2006; Costas et al., 2011). No
obstante, en este caso de rs324420 en poblacion con TUS, el ajuste a un modelo
codominante resulta ligeramente mas significativo aunque practicamente idéntico al
modelo de sobredominancia, por lo que no puede afirmarse cual de los dos modelos
responde mejor a la realidad biol6gica. Dado el nimero reducido de la poblacion y su
caracterizacion incompleta, asi como el hecho de que este polimorfismo ha mostrado
diferente asociacion en funcion del tipo de consumo (Tyndale et al., 2007), no puede
alcanzarse una conclusion véalida y se hacen necesarios estudios posteriores.

Para contextualizar los resultados de los polimorfismos rs324420 vy
rs35761398, deben valorarse las hipétesis que se contemplan actualmente para
explicar la elevada prevalencia del consumo en la poblacion psiquiatrica y que han
sido enunciadas en la introduccion. En la hipétesis de la automedicacion se afirma que
los pacientes experimentan ciertas mejoras con el consumo, o al menos, tienen esa
percepcién subjetiva (Brady et al., 2005). Polimorfismos funcionales en los genes
pertenecientes al sistema endocannabinoide podrian producir entonces que ciertos
individuos fueran mas sensibles a dichos efectos. En consecuencia, existiria una
tendencia mayor hacia el consumo. Dado que dichos efectos son paliativos de un
sindrome previo o patologia subyacente, dicho polimorfismo no estaria vinculado al
consumo o a la tendencia al consumo en si misma en poblacién no psiquiatrica, sino
que estaria relacionada con la diferenciacién de distintos fenotipos de la enfermedad
de base.

El polimorfismo rs35751398 ha sido descrito como un polimorfismo funcional.
El cambio del alelo ancestral CC por el alelo TT, produce una sustitucion en el residuo
63, pasando de arginina a glutamina. Los ensayos de actividad (Ishiguro et al., 2009),
indican que este cambio supone un aumento de la capacidad del receptor para
transducir la sefial ante la uniébn de ligando. Segun mostraron, el receptor con
glutamina en la cadena es mas activo. Dado que CNR2 se une a proteina G inhibidora,
esto produce que el descenso de AMPc sea mayor. Este efecto en cultivo in vitro
producia que ante el estimulo de 2-AG la inhibicion de la proliferacion fuera mas
efectiva. No obstante, estos resultados no han sido replicados.

Como se ha tratado en la introduccion, la localizacion de los receptores CB2 en
el cerebro es aun objeto de investigacibn y no estd completamente esclarecida

(Onaivi, 2006), lo cual, resulta crucial para valorar las posibles implicaciones de la

184



Discusion.

asociacion encontrada. En cualquier caso, su expresién aceptada en microglia y
astroglia implicaria que podria participar en los procesos neuroinflamatorios (Ashton et
al., 2007; Baker et al., 2007; Benito et al., 2008) y también en el mantenimiento de la
homeostasis de la sinapsis neuronal. Esto, a su vez, podria englobarse dentro de los
modelos que conceptualizan los trastornos psicoticos como un conjunto de
alteraciones de la conectividad al estar afectados los procesos de adhesién celular o la
mielinizacién (Balu & Coyle, 2011; Ayalew et al., 2012). Por otra parte, la hipétesis de
la vulnerabilidad comdn (Extein & Gold, 1993) establece que tanto los trastornos
psiquiatricos como los trastornos por uso de sustancias tienen unas bases biologicas
comunes que pueden derivar en una patologia o en otra, y con cierta frecuencia, en
ambas. Esta hipotesis con respecto al caso especifico de los polimorfismos
rs35761398 y rs324420 no tendria aplicacién, dado que si se diera este caso, deberian
observarse las mismas desviaciones de frecuencia en los consumidores sin
sintomatologia psiquiatrica que en los pacientes de patologia dual, asi como también
en la propia poblacion de esquizofrenia sin consumo. Dado que esto no sucede, esta
hipotesis, en lo que respecta a factores genéticos, podria descartarse.

El tercer tipo de hipétesis plantea que el consumo esta causando o agravando
el trastorno psiquiatrico primario (Volkow, 2001; Roncero et al., 2007). Dentro de este
modelo podria plantearse que un determinado genotipo de CNR2 pudiera suponer un
riesgo de aparicion de esquizofrenia cuando hay presente un consumo de sustancias,
en este caso un consumo de cannabis, siendo por tanto un factor genético de riesgo
condicionado a un factor ambiental. El alelo TT implicaria entonces una vulnerabilidad
a la sustancia, es decir, seria un alelo que provocaria que el portador fuera sensible a
desarrollar sintomas como consecuencia del consumo. En este sentido, los receptores
derivados del gen con el alelo TT potenciarian los cambios neurobiol6gicos producidos
por el consumo, de modo que los desequilibrios producidos serian mayores y
generarian la aparicion de sintomas psiquiatricos. No obstante, podria suceder que el
alelo TT se configurara como un factor de riesgo de presentar una tendencia al
consumo cuando se parte de un trastorno psiquiatrico de base. De esta manera, el
alelo de riesgo TT, podria facilitar los fenébmenos de tolerancia y dependencia,
caracteristicos de las adicciones. Podria suceder entonces que ante un consumo
ocasional o relativamente moderado, se generarian mas rapidamente los esquemas
de refuerzo que derivarian hacia un trastorno por uso de sustancias, siempre
condicionado a la aparicion del trastorno psiquiatrico previo. Esto puede explicarse si
se presupone que una situacion de patologia psiquiatrica implica un desequilibrio

neuroquimico que afecta tanto a la transmisién sinaptica como a los procesos de
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conexion y plasticidad de las vias neuronales (Ayalew et al., 2012; Silverstein et al.,
2013). Por ello, un polimorfismo funcional que no afecta ni supone riesgo en un
organismo sano, supone un genotipo de riesgo afiadido en un tejido que previamente
presenta un equilibrio comprometido. Sin embargo, contra esta explicacién puede
argumentarse que la edad de inicio del consumo suele preceder entre 5y 10 afios a la
aparicion de la esquizofrenia (van Os et al., 2002). No obstante, también se ha
planteado que la fase prodrémica de la esquizofrenia antecede en varios afios al
tratamiento clinico, de modo que también podrian estarse dando las primeras
alteraciones neurobioquimicas enddgenas de la patologia durante los afios de inicio en
el consumo.

Se genotip6é también el polimorfismo rs12744386 en aquellas poblaciones en
las que se obtenian resultados de asociacion positivos para el SNP rs35761398 con
objeto de descartar o incluir su posible influencia y valorar el haplotipo en su conjunto.
El polimorfismo rs12744386, segun los resultados obtenidos por Ishiguro et al. (2009)
esta modificando la expresion del gen, de modo que el alelo T presenta mayores
niveles de ARNm. Los haplotipos rs12744386-rs35761398 descritos como frecuentes
sondos: C- CCyT-TT. Sin embargo, también han sido referidos haplotipos poco
frecuentes, con las combinaciones C - TT y T - CC. Sin embargo, los Unicos haplotipos
encontrados en la poblacion del presente estudio han sido dos: C-CCy T - TT, siendo
por lo tanto la correlacion como haplotipo entre los dos polimorfismos del 100%. Asi
pues, en la poblacién aqui presentada, coincide el alelo de alta expresién del gen con
el alelo de mayor transducciéon de sefial del receptor, y se mantiene, por lo tanto, lo
enunciado anteriormente.

Por consiguiente, pueden resumirse los resultados para los genes del sistema
endocannabinoide en una evidencia fundamental: las dos poblaciones con consumo
presentan asociaciones distintas para dos polimorfismos diferentes. Esta diferencia
entre las frecuencias de los dos polimorfismos para dos poblaciones que presentan
TUS pero que tienen diferentes perfiles psiquiatricos, podria indicar que se trata de
dos situaciones fenotipicamente similares pero que son diferentes en cuanto a sus
causas.

En los resultados obtenidos para evaluar la correlacion de los dos
polimorfismos que ofrecen asociacion en el grupo masculino de pacientes de
patologia dual, esto es, rs4680 (COMT) y rs35761398 (CNR2), aparecieron valores de
asociacion significativos. Este valor correspondia al genotipo Gportador - CC/CC, el cual
presentaba un ratio reducido en la poblacion de pacientes, indicado asi que se trataria

de un genotipo protector. Sin embargo, el criterio para aceptar un valor de asociacion
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significativo en los analisis de correlacion es que la distribucién de genotipos conjuntos
aporte un valor afiadido a la significacién. En este caso sucede que el valor obtenido
para (p) es 0,0064, por tanto inferior al obtenido para el polimorfismo de CNR2, pero
no para el polimorfismo de COMT. Esto lleva a la necesidad de plantearse si
realmente el valor esta indicando un fenbmeno de epistasia, dado que el enfoque
modificaria la interpretacion del resultado. Por el segundo criterio, se observa que la
distribucion de frecuencias de los genotipos rs35761398 en los dos grupos de rs4680
no es homogénea. De este modo, se confirma que el genotipo TT portador €S de riesgo en
genotipos Gporador PEIO NO €n los AA, en este caso el genotipo con el odds-ratio
aumentado es CC/CC. El tercer criterio, es decir, la segregaciéon inversa, no se
cumpliria, pues se encontrarian las relaciones esperadas, de modo que el genotipo AA
en rs4680 es de riesgo tanto para el genotipo TTyoador COMO para el homocigoto
CC/CC. El valor diferencial, depende, por consiguiente de una de las comparaciones
cuyos valores en nimeros absolutos es bajo y que por lo tanto no resulta consistente.

Por ello, debe estimarse que si bien parece haber una interaccion con funcién
protectora o de riesgo reducido en el genotipo Gporagor - CC/CC, ésta se debe a una
interaccion de tipo aditivo entre ambos y no a una epistasia.

En lo referente a los resultados del polimorfismo (AAT)n en el gen CNRL1, se
observaron ciertas diferencias, algunas de ellas significativas, que no obstante resultan
de interpretacion incierta. La principal de ellas remarca la presencia del alelo 3
(equivalente a 9 repeticiones del triplete AAT) Unicamente en la poblacién de
pacientes, independientemente de la patologia. Asi pues, se comprueba que este alelo
aparece en poblaciéon con esquizofrenia, en patologia dual, en trastorno bipolar y
también en la poblacién de consumidores con TUS sin sintomas psiquiatricos. Esto es
especialmente llamativo en cuanto que la poblacion con TUS reclutada es una
poblacion relativamente pequefia, mientras que la poblacién control es de 316
individuos, es decir, que de los 532 cromosomas analizados, ninguno porta el alelo 3.
Obviamente, las diferencias que aparecen en las comparaciones de frecuencias
ofrecen resultados significativos. No obstante, debe resaltarse que el conjunto de
cromosomas analizados para CNR1 suma, entre las distintas patologias, un total de
1362, apareciendo en 14 de ellos el alelo 3. Este resultado, aunque remarcable, debe
considerarse como una asociacién cuando menos dudosa e incluso descartarse. En
primer lugar, la evaluacion de 9 alelos diferentes plantea la necesidad de utilizar la
correccion de Bonferroni para reducir la probabilidad de asociaciones espurias. Una
vez aplicada la correccion, el valor de significacion obtenido quedaria fuera del rango

significativo. Debe ademés evaluarse un supuesto de simulacién sencilla. De este
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modo, la aparicion de un Unico individuo en la poblacion control que portara el alelo 3
modificaria suficientemente las frecuencias como para que éstas dieran resultados no
significativos. Siguiendo esta linea de discusibn se han consultado estudios
anteriores, encontrandose que, si bien el alelo 3 no siempre aparece en la poblacién
control, si existen estudios que detectan el alelo en individuos sanos (Barrero et al.,
2005). Es por ello que la asociacién del alelo 3 con la poblacién de pacientes debe
descartarse, aunque futuras investigaciones deben confirmar este punto aumentando
el namero de individuos en la poblacion control. En caso de confirmarse la ausencia
del alelo 3 en la poblacién sin patologia psiquiatrica podria plantearse un estudio de
ligamiento o trios en las familias de estos pacientes, pues podria ocurrir que este alelo
poseyera un peso especifico elevado en un grupo definido de individuos.

4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE ASOCIACION DEL GENOTIPO Y
LA EDAD DE INICIO.

La edad de inicio registrada en la muestra poblacional estudiada estad en
concordancia con las registradas por otros estudios (Munk-Jorgensen, 1987; McGrath
et al., 2004; Aleman et al., 2003), tanto en los valores medios de edad como en las
diferencias existentes entre la poblacion masculina y femenina, siendo menor en la
primera. No obstante, estas diferencias en la distribucion de edades no resultan
estadisticamente significativas.

Posteriormente se analizaron las medias y medianas en las edades de inicio en
funcion del genotipo presente en los diferentes polimorfismos genotipados,
encontrando resultados destacables.

En primer lugar, se observa que la segregacién en funciéon del genotipo del
polimorfismo rs4680 produce diferencias mas amplias que las producidas Unicamente
en la segregaciéon por género. De este modo, en la poblacibn femenina con
esquizofrenia sin TUS hay una diferencia de 2,77 afios en la media y de 4 afos en la
mediana, siendo el genotipo AA el que presenta una edad de inicio menor. En la
poblacion masculina la diferencia es mas reducida, siendo de 1,47 afios menor en la
media y de 3 afios en la mediana para los individuos Gporador- EStos resultados se
asemejan a los obtenidos por Klebe et al. (2013) en poblacién masculina con
enfermedad de Parkinson. En dicho trabajo se mostraba que el alelo G era un
modificador de la edad de inicio, de modo que los homocigotos GG iniciaban los

sintomas a una edad menor.
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Las diferencias en el presente estudio no resultaron significativas en la prueba
U de Mann-Whitney, aunque resulta interesante sefialar que estas diferencias de edad
son contrapuestas entre géneros. Asi pues, en la poblacién femenina, el genotipo AA
corresponde a valores de edad menores mientras que en la poblacion masculina este
genotipo presenta una media de edad mas elevada. Esto, en principio, podria resultar
contradictorio, pues la asociacién con el aumento de riesgo de aparicidén es inversa.

En esta misma poblacion de pacientes, el polimorfismo rs1468412 muestra
diferencias de edad menos acusadas. En este caso el genotipo homocigoto del alelo
ancestral AA presenta la misma media en hombres y mujeres. Sin embargo, el
genotipo Tportador iNdica una direccionalidad opuesta, de modo que es mayor en mujeres
que en hombres, marcando una diferencia entre ambos grupos de 2,77 afos.

Posteriormente se analizaron las distribuciones de edad en funcion de los
genotipos combinados, de modo que pudieran ponerse de manifiesto interacciones
epistaticas. Los diferentes test no arrojan diferencias significativas entre los grupos, es
decir, las diferencias observables no muestran diferencias lo suficientemente altas
como para que pueda afirmarse que existen dichas diferencias desde un punto de
vista puramente estadistico. No obstante, puede considerarse la presencia de una
tendencia que necesitaria ser confirmada por estudios posteriores que amplien la
muestra, consolidando las conclusiones que actualmente no pueden darse por validas.

No obstante, se realizaron los analisis de epistasia, encontrando los resultados
mas importantes en la muestra poblacional femenina de pacientes con esquizofrenia
sin TUS. En esta poblacion ha podido encontrarse una indicacion de epistasia entre
los polimorfismos rs4680 y rs1468412. De este modo, se encuentran ciertas
diferencias resefiables entre los genotipos Gportador T portadors, JrUPO que presentaria la
media de edad mas elevada, y el grupo AA-T,otdor, qUE presentaria la media mas
baja, marcando por tanto una diferencia de 3,64 afios. Asi pues, segun lo visto en una
primera aproximacion (ver Tabla 59), la edad en el genotipo AA en rs4680 no varia en
funcion del genotipo en el SNP rs1468412. Por otra parte, al analizar las desviaciones
epistéticas, la cuales miden la diferencia entre la deviacién esperada y la observada, lo
gue puede valorarse es que existe un valor aproximado de desvio de un afio. Asi
pues, el genotipo AA — AA tendria en realidad una media mas alta de la esperada y el
genotipo AA — Tporador UNa Media mas baja.

En cualquier caso, la interpretacion de estos datos debe valorarse criticamente,
pues no puede afirmarse que exista diferencia significativa entre los grupos. Sin
embargo, es destacable que el andlisis de epistasia sobre la variable cuantitativa de la

edad de inicio ofrezca como resultado més destacable los mismos polimorfismos en el
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mismo grupo muestral. Por consiguiente, aunque los datos en si mismos deben ser
confirmados y no pueden ofrecer una conclusion propia, remarcan la asociacion de
estos dos SNP dentro del grupo femenino de pacientes con esquizofrenia, del mismo
modo que remarcan la diferente direccionalidad entre géneros.

Por su parte, en las poblaciones de psicosis dual y de trastorno bipolar, no se
hallaron diferencias significativas en las edades al segregar en funcién del genotipo, si
bien si se encontraban diferencias significativas entre géneros en la edad de inicio. En
psicosis dual la diferencia en las medias es de 4,19 afios y en las medianas de 5 afios,
siendo la edad de inicio menor en hombres que en mujeres. Lo opuesto sucede en el
trastorno bipolar sin TUS, donde la edad de aparicion es més elevada en los hombres,
siendo las diferencias de 6,13 afios en la media y de 4 afios en la mediana. En la
poblacion con psicosis dual se han mostrado los andlisis de la epistasia realizados en
poblacién masculina entre los polimorfismos rs4680 del gen COMT vy el polimorfismo
rs35761398 del gen CNR2. En este caso las diferencias entre los genotipos posibles

no ofrecian datos destacables que indicaran ni asociaciéon ni tendencia.

5. CONSIDERACIONES FINALES.

El estudio de los polimorfismos comunes dentro de las enfermedades
complejas plantea una cuestidon fundamental para la biologia evolutiva. Esta cuestion
implica responder a la pregunta de por qué se han mantenido en la poblacién estos
alelos, ampliamente extendidos, si generan un riesgo considerable de desarrollar
patologias graves, altamente incapacitantes, de prevalencia elevada y que tienen
asociada una fuerte disminucién de la capacidad reproductiva. El planteamiento por el
que se considera que un locus determinado presenta un alelo ancestral normal y un
alelo alternativo de riesgo, no puede explicar que dicho alelo posea una frecuencia tan
alta en la poblacion si, como ha sido expuesto, conlleva un descenso del ratio de
descendencia. El curso evolutivo de dicho modelo implica que el alelo deberia
desaparecer de la poblacién a lo largo de las sucesivas generaciones tanto mas rapido
cuanto mayor sea el descenso de la descendencia que genera y la penetrancia de la
variacion genética. En consonancia con esta cuestion se plantea una perspectiva
diferente y complementaria que supone valorar el propio origen de un alelo alternativo.
Asi pues, debe tenerse presente que, cuando un nuevo alelo surge en la poblacion a
partir del alelo ancestral por un cambio o mutacién, para que dicho alelo se extienda y

aumente su frecuencia hasta alcanzar un equilibrio, debe de existir una ventaja
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selectiva o0 adaptativa. Por consiguiente, la propia frecuencia del alelo ya es indicativa
de que esa ventaja existe 0 ha existido.

En concreto, en la esquizofrenia y el trastorno bipolar se ha observado una
fuerte presion selectiva de sentido negativo. Ademas, los factores genéticos de estas
dos patologias parecen estar, al menos en parte, compartidos con otras patologias
que también evidencian reducciones en su fecundidad, por lo que a efectos de valorar
la presion selectiva sobre dichos loci, podrian considerarse como un Unico vector
selectivo. Por lo tanto, estas variantes genéticas tenderian a reducir sus frecuencias
en relativamente pocas generaciones. Sin embargo, esto no es lo que se observa, y
por ello, se ha enunciado la denominada “paradoja central de la genética de la
esquizofrenia” (Briine, 2004; Doi et al. 2009), para cuya solucién se han planteado
diversas hipoétesis que explican la elevada frecuencia de los polimorfismos de riesgo
en la poblacion general (Keller et al., 2006; Crow, 2008; Keller et al., 2012; Power et
al., 2013). Entre estas hipétesis se encuentra la de la neutralidad ancestral, la cual
estima que los polimorfismos de riesgo son de riesgo en el momento presente debido
a factores ambientales, pero que no lo eran en su origen. Por otra parte, se presentan
también hipétesis que engloban a los mecanismos selectivos de seleccién balanceada
o equilibradora, es decir, mecanismos por los cuales las diferentes variedades alélicas
son preservadas en el acervo génico, dado que cada uno de los alelos y de los
genotipos que se forman producen una ventaja para un conjunto de variables
ambientales pero no para otras, posiblemente bajo un modelo de efectos pleiotropicos
del gen. De este modo han sido descritas posibles “ventajas del heterocigoto” (Doi et
al, 2009) o diferentes presiones selectivas en funcion del género (Power et al., 2013).

Los resultados aqui presentados responderian a este Gltimo supuesto. De este
modo, se ha podido constatar la diferente vinculacion del polimorfismo rs4680 del gen
COMT en la esquizofrenia en funcion del género, describiendo asi un mecanismo de
conflicto sexual intralocus.

Conjuntamente, resulta muy importante el hallazgo encontrado en la epistasia
entre este polimorfismo y el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3, pues podria
explicar parcialmente la habitual inconsistencia de los resultados ofrecidos para estos
dos genes (Williams et al., 2007; Bishop et al., 2011). De este modo, el riesgo
aportado por el genotipo del primer polimorfismo esta regulado por el genotipo del
segundo, por lo tanto, si una poblacion estudiada es prioritariamente del genotipo
inhibidor ofrecera como resultado una ausencia de asociacion con el primer

polimorfismo.
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La mayor ventaja aportada por el presente trabajo radica en el andlisis de la
poblacion control mediante un planteamiento metodologico de genética evolutiva, el
cual ha permitido estimar el peso especifico que presenta este gen como valor
selectivo. Esto a su vez facilita una interpretacion coherente con los resultados que
posteriormente se encuentran mediante un estudio de asociacion en la poblacién de
pacientes. Asi pues, las conclusiones sacadas independientemente para cada
poblacion, al confrontarlas, conforman un modelo consistente.

El tercer hallazgo del estudio, referente al polimorfismo de CNR2, muestra sin
embargo mayores limitaciones, fundamentalmente debidas al reclutamiento efectivo de
los grupos consumidores. De este modo, el nUmero de mujeres con psicosis dual era
muy reducido, aunque ajustado a la epidemiologia conocida. También presentd un
namero muy reducido el nimero de pacientes duales con trastorno bipolar como
trastorno de base, que en este caso si fue menor del esperado. Esto no ha permitido
hacer contrastes suficientemente robustos para interpretar biol6gicamente los
resultados de este gen, aunque no impide enunciar la conclusién basica.

Por consiguiente, los resultados obtenidos para el polimorfismo rs35761398 lo
asocian con la situacioén clinica de psicosis dual, mostrando con ello un ejemplo de
polimorfismo de riesgo condicionado a un factor ambiental que en este caso no

parecia indicar una diferencia de género.
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1- No se han encontrado, en el presente estudio, asociaciones del polimorfismo de tipo
microsatélite (AAT)n, perteneciente al gen CNR1, para ninguna de las patologias
estudiadas. Tampoco aparecieron asociaciones para el polimorfismo rs6323 en el gen
MAO-A ni para en el polimorfismo rs1799836 en el gen MAO-B.

2- No se han obtenido, en la poblacion de pacientes con trastorno bipolar, resultados
estadisticamente significativos para ninguno de los polimorfismos que conforman este

trabajo.

3- Se ha encontrado una asociacion del alelo TT en el polimorfismo rs35761398 del
gen CNR2 con la situacibn comoérbida de esquizofrenia y trastorno por uso de
sustancias. Esta asociacion indica una accion dominante del alelo, configurando un

factor de riesgo especifico para este cuadro clinico.

4- Se ha encontrado que el polimorfismo rs4680 perteneciente al gen COMT presenta
asociacion con el riesgo de aparicion de esquizofrenia. Dicha asociacion describe un
mecanismo evolutivo denominado conflicto sexual intralocus y, por lo tanto, implica un
proceso de seleccidn equilibradora. Asi pues, se concluye que el genotipo AA de este
polimorfismo es un genotipo protector en poblaciéon femenina mientras que resulta ser

de riesgo en poblaciéon masculina.

5- Se ha detectado en poblacion femenina una correlacién entre el polimorfismo
rs4680 del gen COMT vy el polimorfismo rs1468412 del gen GRM3, evidenciando la
relacion entre el sistema dopaminérgico y glutamatérgico a través de interacciones de
tipo epistasia genética. Queda definida, por lo tanto, como categoria genotipica de
riesgo para la aparicion de esquizofrenia, la formada por los genotipos que incluyen
simultaneamente los alelos G en COMT y T en GRMS3 (G portador - T portador).

6- La epistasia existente entre los polimorfismos rs4680 y rs1468412 en la poblacion
femenina, queda definida como una epistasia de tipo doble recesiva para el fenotipo
de “riesgo incrementado”. Esto implica que el genotipo AA, homocigoto para el alelo
ancestral, del polimorfismo rs1468412 inhibe el riesgo asociado al genotipo Gportador del

polimorfismo rs4680.
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1. BACKGROUND.

Schizophrenia and bipolar disorder are two of the most severe psychiatric
disorders (Jablensky et al., 2010; Goodwin & Jamison, 2007) with a high prevalence in
the world population. The genetic researches on these diseases are included primarily
within the paradigm which postulates the existence of genetic factors that increase the
basal risk. Therefore, this factors cause a genotypic susceptibility but not a
determination to develop these diseases, because genes are always in interaction with
environmental factors of different nature to cause the phenotype (O’Donovan et al.,
2009). Thus, the genetic risk factors for schizophrenia and bipolar disorder will be
measured as an increase of the likelihood to developing these disorders. It is also a
fact the high prevalence of these disorders, much higher than any disease with
Mendelian inheritance. Therefore, the genetic association studies are based on the
“common disorder-common alleles” hypothesis, which means that the risk allele have
highly frequencies in the global population.

The studies of common polymorphisms in complex diseases present a
fundamental question in evolutionary biology. Thus, in schizophrenia and bipolar
disorder has been found a strong negative selection pressure with a high reduction of
fitness (Crow, 2008; Power et al., 2013), however, is not well understood how risk
alleles have been maintained in the gene pool of population (Keller & Miller, 2006).
Therefore, it has enunciated the "central paradox of the genetics of schizophrenia”
(Briine, 2004; Doi et al 2009).

In addition, the epidemiology of schizophrenia and bipolar disorder shows clear
gender differences in the prevalence, age of onset and severity (Aleman et al., 2003;
Viguera et al.,, 2001) which may suggest the existence of an evolution balancing
mechanism. On the other hand, the substance abuse must be considered an important
environmental factor in the etiology of these diseases and also shows gender

differences (Drapalski et al., 2011).

2. OBJETIVS.

- To study the distribution of allele and genotype frequencies in a reference control
sample for the following genetic polymorphisms: rs4680 (COMT), rs6323 (MAO-A),
rs1799836 (MAO-B), (AAT) n (CNR1), rs35761398 (CNR2), rs324420 (FAAH) and
rs1468412 (GRM3).
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- To study the distribution of allele and genotype frequencies in the polymorphisms
listed in the first objective in two samples (patients with schizophrenia and patients with
bipolar disorder) and the corresponding comorbid situations with substance use

disorder.

- To determine the associations that may exist between the genotypes of each
polymorphism and phenotypic differences in the clinical symptoms, evaluating the
biological properties of the alleles and genotypes.

- To determine the epistasis between different loci of the study.

- To find differences in genetic epidemiology conform to differences in clinical
epidemiology by gender.

3. METHODS AND PARTICIPANTS.

- METHODS.

This research was designed according an approach of case-control study
through genetic association of selected candidate genes. The genotyping of the
polymorphisms selected was performed by direct sequencing, TagMan allelic
discrimination assay, single strand conformation polymorphism analysis and fragment

analysis.

- SUBJECTS.
A total of 1010 unrelated subjects were recruited in this study.
- Control sample.
- Healthy controls: 316 (181 females, 135 males).
- Patients samples.
- Patients with schizophrenia no consumers: 379 (151 females, 228 males)
- Patients with psychosis and substance abuse: 124 (15 females, 109 males)
- Patients with bipolar disorder: 120 (66 females, 54 males)

- Patients with substance abuse: 71 (21 females, 50 males)
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4. RESULTS AND CONCLUSIONS.

- This study has not found relationships between the polymorphism (AAT)n into CNR1
gene and the studied pathologies. Neither association was found in rs6323
polymorphism (MAO-A) or rs1799836 polymorphism (MAO-B).

- This study has not found statistically significant differences for any of the
polymorphisms studied in the population of patients with bipolar disorder.

- It has been found an association of the TT allele of rs35761398 polymorphism into
CNR2 gene with schizophrenia and comorbid status of substance use disorder. This
association indicates a dominant allelic action which represents a specific risk factor for
this clinical situation. (x> = 6,96 ; p = 0,0083 ; OR = 1,96 [1,18 - 3,24] C1:95%)

- It has been found that the rs4680 polymorphism belonging to COMT gene has
association with risk of schizophrenia. The association describes an evolutionary
mechanism called intralocus sexual conflict (IASC) and, therefore, involves a process
of balancing selection. Thus, we conclude that the AA genotype of this polymorphism is
a protective genotype in female population (x* = 8,61 ; p = 0,0034 ; OR = 0,42 [0,24 -
0,76] CI:95%) while is a risk genotype in male population (x> = 8,97 ; p = 0,0027 ;
OR=2,37 [1,33 - 4,22] CI:95%).

- In this work has been detected in female population a correlation between COMT
gene polymorphism rs4680 and rs1468412 polymorphism of GRM3 gene, showing the
relationship between the dopaminergic and glutamatergic system through epistasis
interaction. This is defined, therefore, as a genotypic risk category for onset of
schizophrenia in female population. This genotypic category is performed for carrying
G allele in COMT and T allele in GRM3 (G carrier = T carrier) (Xz = 16,08 ; p = 0,0001 ;
OR=2,52 [1,60 - 3,97] Cl:95%). Therefore, this is a duplicate recessive epistasis, where
the AA genotype in rs1468412 polymorphism inhibits the risk associated with the

genotype Gearnier-rs4680 in female population.
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|- Ampliacion de los datos referentes a los valores de edad en la poblacion del estudio.

Controles Esquizofrenia Psicosis Dual  Trastorno Bipolar TUS
N=316 N=379 N=124 N=120 N=71
% Varones 42,72 60,16 87,90 43,33 70,12
Edad presente X (Sy): 41,23 (15,78) 39,22 (10,54) 32,72 (8,54) 41,90 (11,77) 28,74 (6,29)
Me (P2s-P7s) : 41 (27 — 65) 39 (32-45) 30 (27 — 39) 42 (34 -52) 28 (25 - 34)
Edad de inicio X (Sy: 24,09 (6,61) 23,17 (5,45) 26,24 (9,84)
Me (P25-P7s) : 23 (19 - 28) 22 (19 - 26) 24 (18 - 32)
Aftos de X (S)) 15,13 (10,07) 9,55 (8,09) 15,66 (11,31)
evolucion X ' ' ’ ' ’ ’
Me (P25-Ps) : 15 (7 - 22) 7 (3-16) 15 (7 - 22)
Edad de inicio - .
del consumo X (Sy) : 17,76 (4,09) 16,83 (4,41)
Me (P25-P7s) : 17 (15 - 18) 16 (15 - 17)
Diferencia entre _
el inicio del X (Sy): 5,41 (3,77)
consumoy el
primer brote
Me (PZS'P75) 6 (l - 10)

Tabla I. Valores de edad en las poblaciones del estudio. X media. S,: Desviacién estandar.
Me: mediana. (P,5-P+s): percentiles 25y 75 de la muestra.

II- Consumo de tabaco en los grupos sin TUS.

Controles  Trastorno Bipolar Esquizofrenia

N=316 N=108 N=379
TABACO (%) 36,8 55,06 48,38
DOSIS TABACO (CIGARRILLOS/DIA): X; Me (p25) 17; 20 (10) 21; 15(10) 28; 20(20)

Tabla Il. Consumo de tabaco en los poblaciones sin TUS. Se muestra el porcentaje de
consumidores de tabaco y la dosis en cigarrillos diarios de dichos consumidores. X: media.
Me (p25): mediana y percentil 25.
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IlI- Prevalencias de consumo de otras sustancias en la muestra que presenta TUS por

consumo de cannabis:

En la muestra de psicosis dual, el 52% presenta consumo exclusivo tabaco-
cannabis, el 28% consumo de tabaco-cannabis y ademas otra sustancia, por ultimo, el
21% pueden considerarse policonsumidores.

Los porcentajes en la Tabla Il hacen referencia a la presencia de consumo de
la sustancia sin que necesariamente se cumplan criterios de abuso o dependencia,
incluyendo ademas consumos no actuales.

Psicosis Dual Trastorno Bipolar + TUS TUS

N=124 N=12 N=71
CANNABIS (CIGARRILLOS/DIA): X, Me (p25) 7,5: 6(3) N.C. O 6, 6(3)
TABACO (%) 92,10 91,67 64,29

DOSIS TABACO (CIGARRILLOS/DIA): X, Me (p25)  22: 20(15) 20; 18(11) 13; 10(9)

ALCOHOL (%) 48,00 66,67 21,43

COCAINA (%) 32,67 50,00 10,71

OPIACEOS (%) 9,33 16,67 0,00

ANFETAMINAS (%) 1,32 0,00 0,00

OTRAS (%) 12,00 16,67 0,00

Tabla Ill. Porcentajes de prevalencia de consumo de diferentes sustancias en los consumidores de
cannabis de la muestra. (*) N.C.: No Consta, el dato exacto de consumo no pudo registrarse. X: media.

Me (p25): mediana y percentil 25.
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V- Tratamientos utilizados en los distintos grupos de pacientes.

Esquizofrenia Psicosis Dual Trastorno Bipolar

Risperidona 67,7 51,3 1,0
Olanzapina 34.4 28,9 7,1
Amisulpride 16,1 9,2 1,0
Quetiapina 14,0 3,9
Clozapina 10,8 6,6 1,0
Ziprasidona 8,6 5,3
Aripiprazol 6,5 6,6 1,0
Paliperidona 2,2 2,6
Haloperidol 24,7 9,2 31
Flufenazina 14,0 10,5
Benzodiacepina 24,3 25,5
Carbonato de Litio 60,2
Carbamazepina 20,4
Valproato 18,4
Lamotrigina 17,3
Topiramato 1,0

Tabla IV. Porcentajes de pacientes que son tratados con cada farmaco. Habitualmente
son necesarios combinaciones de dos 0 mas para el tratamiento adecuado a cada paciente.

245



	Tesis José Ramón Dávila Píriz
	PORTADA
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	INTRODUCCIÓN
	1. INTRODUCCIÓN GENERAL
	2. ESQUIZOFRENIA Y TRASTORNO BIPOLAR
	3. LOS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN EN LOS TRASTORNOS PSIQUIÁTRICOS
	4. ESTUDIOS GENÉTICOS EN ESQUIZOFRENIA Y TRASTORNO BIPOLAR
	5. GENES Y POLIMORFISMOS INCLUIDOS EN EL PRESENTE ESTUDIO

	OBJETIVOS
	1- ANTECEDENTES AL ESTUDIO
	2- OBJETIVOS GENERALES
	3- OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	MATERIAL Y MÉTODOS
	1. PARTICIPANTES DEL ESTUDIO
	2. EXTRACCIÓN DE ADN
	3. DETERMINACIÓN DE LOS POLIMORFISMOS
	4. SECUENCIACIÓN
	5. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS Y HERRAMIENTAS INFORMATICAS

	RESULTADOS
	1. CARACTERIZACIÓN DE LAS POBLACIONES DEL ESTUDIO
	2. DISTRIBUCIÓN DE LAS FRECUENCIAS ALÉLICAS Y GENOTÍPICAS EN LA POBLACIÓN CONTROL.
	3. RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES DEL SISTEMA DOPAMINÉRGICO EN PACIENTES
	4. RESULTADOS DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE EN PACIENTES
	5. RESULTADOS DEL POLIMORFISMO rs1468412 DEL GEN GRM3
	6. ANALISIS DE ASOCIACIÓN ENTRE EL GENOTIPO Y LA EDAD DE INICIO (EDAD DEL DIAGNÓSTICO

	DISCUSIÓN
	1. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS EN GENES DEL SISTEMA DOPAMINÉRGICO
	2. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS EN EL GEN GRM3
	3. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN GENES DEL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE
	4. DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS DE ASOCIACIÓN DEL GENOTIPO Y LA EDAD DE INICIO
	5. CONSIDERACIONES FINALES

	CONCLUSIONES
	ABSTRACT
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS




