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1. JUSTIFICACION DE LA TESIS

La esquizofrenia es una enfermedad mental que, a pesar de tener una baja incidencia,
tiene una elevada prevalencia debido a su carécter cronico. El 1% de la poblacién mundial
padece esquizofrenia y, por esta razdn, es uno de los trastornos psiquiatricos mas importante y
en el que se esta llevando a cabo una investigacién mas extensa. Por otro lado, el tratamiento
con farmacos antipsicoticos que reciben los pacientes esquizofrénicos da lugar a efectos
secundarios no deseados, entre los que se incluyen los sintomas extrapiramidales. Debido a
que el tratamiento es de por vida, la aparicion de estos efectos adversos es critica, por lo que
se estan realizando muchos estudios para intentar prever y prevenir su aparicion y asi poder

realizar una terapia mas eficaz.

Parece ser que factores genéticos participan tanto en el riesgo de esquizofrenia como
en el de aparicion de efectos extrapiramidales. En esta tesis nos hemos centrado en el estudio
de polimorfismos genéticos situados en genes que codifican enzimas que participan en el
metabolismo y en el transporte de la dopamina, y que por lo tanto pueden influir en la
disponibilidad de este neurotransmisor en la sinapsis. Dado que tanto en la esquizofrenia
como en el desarrollo del extrapiramidalismo los niveles de dopamina tendrian un papel
critico, estas variantes genéticas podrian determinar un mayor o menor riesgo de ambos

Sucesos.

Todos los estudios que se presentan en esta tesis doctoral pertenecen a una linea de
investigacion destinada a la identificacion de factores genéticos de riesgo de esquizofrenia y
de aparicién de efectos extrapiramidales en pacientes tratados con antipsicoticos. Los
resultados obtenidos han aportado informacion relevante y novedosa al campo de la

farmacogendmica y de la farmacogenética.
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2. TRABAJOS PRESENTADOS

Los resultados de los estudios que forman la base de esta tesis doctoral se han recogido en los
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e  Polimorfismos genéticos en la Catecol-O-MetilTransferasa y riesgo de esquizofrenia en
poblacion espafiola. Sergi Mas, Patricia Gassé, Anna Crescenti, Eduard Parellada,
Miquel Bernardo, Amalia Lafuente. Med Clin (Barc). 2008; 130(00):000-0.

(Localizador Web: Articulo 251.273). Aceptado para su publicacién el 17-6-2008.
IF: 1.337.

2° Cuartil del area cientifica Medicine, General and Internal (Posicion 50 de 100)

e Association of A/G polymorphism in Intron 13 of the Monoamine Oxidase B (MAO-B)
gene with schizophrenia in a Spanish population. Patricia Gassé, Miquel Bernardo,
Sergi Mas, Anna Crescenti, Clemente Garcia, Eduard Parellada, Amalia Lafuente.
Neuropsychobiology. 2008 Oct 3;58(2):65-70.

IF: 1.992
3er Cuartil del area cientifica Psychology (Posicion 31 de 61)
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risk of schizophrenia. Patricia Gasso, Sergi Mas, Anna Crescenti, Jose Manuel Vidal,
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e  Polymorphism of Dopamine D2 receptor (TaqlA, TaqlB, and -141C Ins/Del) and
Dopamine degradation enzyme (COMT GI158A, A-278G) genes and extrapyramidal
symptoms in patients with schizophrenia and bipolar disorders. Amalia Lafuente, Miquel
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Psychiatry Res. 2008 Nov 30;161(2):131-41.
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Lack of association between antipsychotic-induced extrapyramidal symptoms and
polymorphisms in dopamine metabolism and transport genes. Patricia Gassé, Sergi
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Articulo enviado en septiembre de 2008.

IF: 2.298
2° Cuartil del area cientifica Psychiatry (Posicion 41 de 94).



3. INTRODUCCION






3. INTRODUCCION

< ESQUIZOFRENIA Y SUS BASES GENETICAS

3.1 DEFINICION

El concepto de esquizofrenia es relativamente reciente dentro de la historia de la
medicina. Emil Kraepelin, a finales del siglo diecinueve, fue el primero en diferenciar la
esquizofrenia de otros trastornos mentales como el trastorno bipolar, y la defini6 como
dementia praecox o demencia precoz. Sin embargo, no fue hasta 1911 cuando un colaborador
de Kraepelin, Eugen Bleuer, introdujo por primera vez el término de esquizofrenia en el
lenguaje médico. La palabra esquizofrenia proviene del griego skizeb (escindir, dividir) y
phrenos (intelecto, mente). Bleuer definid la esquizofrenia como un trastorno caracterizado
por una escision en la asociacion de las ideas y una retirada de la realidad y de la vida social.

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la esquizofrenia
como una enfermedad mental, o grupo de enfermedades mentales, de causas todavia
desconocidas, caracterizada por trastornos del pensamiento, de la percepcion, de la

afectividad y del comportamiento social (WHO, 1998).

3.2 DIAGNOSTICO

La ausencia de un marcador biologico y de pruebas citogenéticas o neurofisiologicas
hace que el diagndstico de esta enfermedad se base en el examen del estado mental,
normalmente a través de la entrevista clinica, y en la observacion del comportamiento de los
pacientes (WHO, 1998). Ademas, el hecho de que no exista una sintomatologia clinica
exclusiva de la esquizofrenia y de que determinados sintomas estén compartidos por
diferentes trastornos psicoticos, hace que su diagndstico sea una tarea dificil en la que, en
ocasiones, los limites entre las diferentes patologias no estén bien definidos. Por esta razon,
tanto la OMS como la Sociedad Americana de Psiquiatria (APA, siglas en inglés de American
Psychiatric Association) han establecido criterios diagnosticos que se recogen en manuales
utilizados actualmente en la clinica. Los mas utilizados son el DSM-IV (Diagnostic and

Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition) y el ICD-10 (International Statistical
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3. INTRODUCCION

Classification of Disseases and Related Health Problems, 10th Revision). Segin los criterios
diagnosticos del DSM-IV, la esquizofrenia consiste en la persistencia de una serie de signos y
sintomas caracteristicos durante un periodo de 6 meses o durante un tiempo menor si se ha
tratado satisfactoriamente (4PA, 2000).

Para un correcto diagndstico es importante obtener una historia clinica detallada y
realizar un seguimiento meticuloso del paciente, ya que existen trastornos mentales que dan
lugar a una sintomatologia muy parecida a la de la esquizofrenia, como por ejemplo:
trastornos del estado del 4nimo con sintomas psicoticos, trastornos de la personalidad,
trastorno de despersonalizacion, trastorno de angustia, trastorno psicotico agudo, trastorno
esquizoafectivo, trastorno esquizotipico y trastorno de ideas delirantes (Ho B-Ch et al., 2005).
Es importante también realizar pruebas fisicas exploratorias que puedan descartar otras causas
de la sintomatologia psicdtica del paciente como por ejemplo, el consumo de sustancias de
abuso (alucindégenos, anfetaminas, alcohol y cocaina), la intoxicacion inducida por
determinados farmacos (corticoides y anticolinérgicos), trastornos infecciosos, metabdlicos o
endocrinos, tumores o epilepsia del lobulo temporal. De todas formas, es probable que
cualquier poblacién de pacientes esquizofrénicos sea en realidad una combinacion de

pacientes con diferentes subtipos de esquizofrenia (Sullivan P et al., 2006).

3.3 SINTOMATOLOGIA

Ningun sintoma es patognomonico de la esquizofrenia. Existen multiples
combinaciones de diferentes sintomas que determinan la clinica de un paciente
esquizofrénico. Esta variabilidad es tanto interindividual como intraindividual, ya que a lo
largo de la vida, el paciente puede presentar diferentes sintomatologias.

Aunque puede seguir varios patrones, la esquizofrenia es una enfermedad cronica que
generalmente se manifiesta en la adolescencia tardia y que presenta un mal pronostico a largo
plazo (Ho B-Ch et al., 2005). La aparicidon de la primera crisis puede ser de forma abrupta o
de manera gradual, en donde el individuo puede presentar algunas manifestaciones
prodromicas, como alteraciones del suefio, ansiedad, irritabilidad, depresion, falta de
concentracion o fatiga. Aproximadamente, entre el 20 y el 30% de los esquizofrénicos no
sufrird nuevas crisis, aunque la mayoria de ellos si que las padecen a lo largo de sus vidas, e
incluso entre un 10 y un 15% permanecen severamente incapacitados por la enfermedad

debido a un estado psicotico cronico (APA, 2004). En funcion de diferentes variables, un

12
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paciente puede presentar un mejor o peor pronostico. El aislamiento social, una duracion larga
del episodio, antecedentes de tratamiento psiquidtrico previo, la solteria y un historial de
problemas de comportamiento en la infancia (como absentismo escolar o rabietas), son cinco
de los mas solidos predictores de mal prondstico.

En 1980, Crow clasificd los sintomas mas caracteristicos de la esquizofrenia en dos
grandes grupos: sintomas positivos, que hacen referencia a sintomas que aparecen de nuevo y
que no estaban presentes en el pasado, y sintomas negativos, que definen la pérdida de una
capacidad o caracteristica previamente adquirida. Recientemente, se ha considerado una
tercera categoria de sintomas desorganizados que estaba incluida anteriormente en el grupo de
sintomas positivos. Tanto los sintomas desorganizados como los negativos se han asociado

con un peor prondstico (APA, 2004, Ho B-Ch et al., 2005).

3.3.1 TIPOS DE SINTOMAS

a) Sintomas positivos

e Alucinaciones: El paciente presenta percepciones sensoriales en ausencia de estimulos
externos. Las mas frecuentes son las alucinaciones auditivas, que pueden ser simples
(ruidos o silbidos) o complejas (una o varias voces que hablan con el paciente, le insultan
o le ordenan). En menor frecuencia, presentan alucinaciones visuales (destellos
luminosos, personas, animales u objetos), tactiles o hapticas (sensacién de ser tocado o
pinchado), gustativas y olfativas (sabores y olores desagradables).

e [deas delirantes: Son creencias falsas, sostenidas firmemente como reales, que gobiernan
el pensamiento y la conducta. Existe una gran variedad de delirios como por ejemplo,
delirios de persecucidn (creer ser perseguido por amigos o vecinos o ser vigilado por la
policia), delirios de perjuicio (creer que un miembro de la familia le envenena) o delirios

hipocondriacos (creer que no funciona un érgano vital).

b) Sintomas negativos

e Alogia: Los pacientes experimentan una disminucion del lenguaje espontdneo, tienden a
hablar poco y a contestar de una manera concreta utilizando un lenguaje pobre.

e Deterioro emocional: El paciente presenta indiferencia afectiva (no experimenta las
emociones o lo hace con una menor intensidad) que le conduce a un aplanamiento
afectivo (no expresa las emociones) con el que mantienen una expresion facial invariable

y una reduccidn de la gesticulacidon espontanea.

13



3. INTRODUCCION

Deterioro motivacional: Caracterizado por la presencia de apatia, abulia (pérdida de la
iniciativa o voluntad) o deterioro atencional (incapacidad de concentrarse). También
pueden presentar un deterioro del comportamiento social en el que los pacientes se

vuelven descuidados o desaseados.

¢) Sintomas desorganizados

Desorganizacion del pensamiento: se manifiesta con alteraciones del lenguaje tanto
hablado como escrito. Los pacientes cambian de un tema a otro sin ninguna ldgica,
utilizando palabras sin sentido en el contexto y, en algunos casos, el habla se hace
totalmente incomprensible.

Comportamiento desorganizado: incluye diversas alteraciones motoras y cambios en el
comportamiento social. Las conductas motoras oscilan desde el estupor catatonico, donde
el paciente puede permanecer inmovil, mudo y arreactivo, hasta la agitacion. También
pueden presentar otras conductas extrafias como exhibir comportamientos groseros en la
mesa, rebuscar en las bolsas de basura o gritar obscenidades en publico.

Incongruencia afectiva: donde los pacientes pueden sonreir de manera inapropiada

cuando se habla de temas neutros o tristes, o reirse tontamente sin ninguna razon aparente.

Actualmente se piensa que la esquizofrenia es un trastorno que tiene como déficit

fundamental un deterioro cognitivo. Los pacientes con esquizofrenia presentan alteraciones en

la funcidn neurocognitiva que incluyen defectos en la llamada memoria de trabajo o “working

memory” (tipo de memoria a corto plazo que nos permite mantener y manejar temporalmente

la informacion necesaria para realizar un trabajo mental), disfunciones en la capacidad de

atencion y en las funciones ejecutivas (procesos mentales que permiten responder y adaptarse

de modo apropiado al entorno e incluyen la capacidad de planificacion, la resolucion de

problemas y la toma de decisiones). Estos sintomas son unos de los mas discapacitantes ya

que, ademas de causar un gran trastorno emocional, a menudo interfieren en la habilidad del

paciente para trabajar y para llevar una vida normal (Tamminga CA and Holcomb HH, 2005).
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3.3.2 SUBTIPOS DE ESQUIZOFRENIA
En funcion de los sintomas predominantes que presentan los pacientes, se han definido
diferentes subtipos de esquizofrenia (APA, 2000; Ho B-Ch et al., 2005):
e Paranoide: Los sintomas caracteristicos son las ideas delirantes y las alucinaciones. Es la
forma menos severa de la enfermedad y la que presenta un mejor prondstico.

e Desorganizado: Se caracteriza por una desorganizacion en el lenguaje y en el

comportamiento y por una afectividad aplanada o inapropiada. Acostumbra a ser el
subtipo mas severo.

e Tipo cataténico: En este subtipo los pacientes presentan un trastorno psicomotor

evidente, con rigidez y disminucién marcada de la actividad motora, con ocasionales
episodios de hiperactividad.

e Tipo indiferenciado: En este subtipo se incluyen los pacientes que cumplen criterios de

esquizofrenia sin cumplir criterios para su inclusion en los subtipos paranoide,
desorganizado o catatdnico.

e Tipo residual: Se diagnostica en pacientes que ya no presentan signos psicoticos
prominentes pero continuan mostrando evidencias de la enfermedad como sintomas

negativos o sintomas positivos de forma atenuada.

3.4 EPIDEMIOLOGIA

3.4.1 INCIDENCIA Y PREVALENCIA

Los resultados de un meta-analisis de estudios publicados entre el 1965 y el 2001
indican una incidencia media anual de 15.2 casos por cada 100.000 habitantes (McGrath J et
al., 2004). El carécter crénico de la esquizofrenia le confiere una elevada prevalencia, cerca
del 1%, que se mantiene estable entre los diferentes paises y culturas (4PA4, 2004). No
obstante, parece que vivir en ciudad, la migracion y el sexo masculino estan asociados a un
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (Tandon R et al., 2008). Ademas, la prevalencia es
mayor en clases con una socioeconomia baja, probablemente debido a que el 10% de padres
esquizofrénicos sufren también la enfermedad, lo que limita la adaptacion social, el empleo y
los ingresos economicos (Gasto C, 2007). La esquizofrenia puede manifestarse a cualquier

edad pero entre el 20 y el 40% de los pacientes experimentan los primeros signos psicoticos
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antes de los 20 afios, siendo la incidencia maxima en los hombres entre los 15 y los 25 afios y

en las mujeres entre los 25 y los 35 afios (4PA, 2004).

3.4.2 MORTALIDAD Y COMORBILIDAD

Tener esquizofrenia conlleva una reduccion de 10 afios en la esperanza media de vida.
El riesgo de suicidio y de sufrir accidentes mortales es, respectivamente, 4 y 1.5 veces mayor
que en la poblacién general. De hecho, una de las causas de muerte mas comunes entre los
pacientes esquizofrénicos es el suicidio (10%), que explica el 28% del exceso de mortalidad.
El 65-70% de las muertes de estos pacientes se debe a enfermedades cardiovasculares,
respiratorias e infecciosas, como consecuencia de ser una poblacion vulnerable a tener habitos
poco saludables (Rossler W et al., 2005). Un 25% de los pacientes consumen drogas de abuso,
un 30% alcohol y el 80% son fumadores (Batel P, 2000).

La diabetes, la arteriosclerosis y la cardiopatia isquémica son algunas de las
enfermedades comorbidas de la esquizofrenia. Otra enfermedad comun entre los pacientes
esquizofrénicos es la depresion. Se ha estimado que al menos un 25% de los pacientes
esquizofrénicos presentan signos depresivos y, aunque es mas frecuente al principio de las
recaidas psicéticas o en los periodos de recuperacion, estos pueden aparecer en cualquier fase

de la enfermedad (Kelly DL et al., 2005).

3.4.3 FACTORES DE RIESGO

A diferencia de las enfermedades monogénicas (causadas por la alteracion de un tnico
gen), en la esquizofrenia no existe una unica causa que pueda explicar la aparicion de la
enfermedad. Es la combinaciéon de multiples factores de riesgo, tanto genéticos como
ambientales, lo que determina su desarrollo. Dentro de los genéticos, encontrariamos tanto
alteraciones genéticas familiares como polimorfismos genéticos (variaciones genéticas
presentes en la poblacidon con una frecuencia mayor al 1%) (Figura 1).

Se estima que la heredabilidad de la esquizofrenia es de un 80% (Harrison PJ and
Owen MJ, 2003), lo que indica el fuerte componente genético de esta enfermedad. Mediante
estudios con familias, con gemelos y de adopcion, se ha demostrado que el riesgo de padecer
esquizofrenia en los parientes se correlaciona con el nimero de genes compartidos y con el

grado de parentesco (Figura 2).
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Figura 1. Contribucion de los factores genéticos y ambientales

al riesgo de esquizofrenia.

Se calcula que el riesgo de esta enfermedad a lo largo de la vida en la poblacion

general es del 1%, mientras que para los familiares de primer grado (padres, hermanos o

hijos) de un paciente con esquizofrenia es de entre el 6 y 13%, para los de segundo grado

(tios, sobrinos o nietos) de un 2 a un 6%, y para los de tercer grado (primos) cerca del 2%.

Entre los gemelos, la concordancia de esquizofrenia es de un 17% en los dicigéticos de

individuos afectos y cerca del 50% para los monocigdticos (Gottesman II, 1991). Ademas,

estudios de adopcion han demostrado que el riesgo estd relacionado con la presencia del

trastorno en los parientes bioldgicos y no en los adoptivos (Lewis DA and Lieberman JA,

2000).

50

40+

Riesgo genético de
ezquizofirenia (%o)

30+

201

104

Grado de parentesco

m Germelo Monocigético
Gemelo Dicigético
Familiar de primer grado

W Familiar de segundo grado
Familiar de tercer grado

Sin familiares afectos

Figura 2. Riesgo genético de sufrir esquizofrenia de un individuo en funciéon

del parentesco que tenga con un paciente esquizofrénico (adaptado de

Gottesman I1, 1991).
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Aunque los factores de riesgo genético representan un papel importante en la etiologia
de la esquizofrenia, el hecho de que los gemelos monocigdticos no presenten una
concordancia del 100% indica que los genes no son determinantes, sino que ejercen un papel
de susceptibilidad, mas que de causalidad directa. Se ha observado que eventos que afectan al
desarrollo fetal pueden ser dianas potenciales para la vulnerabilidad genética, aunque también
es posible que acttien ellos mismos como factores de riesgo ambientales. Entre ellos destacan
las complicaciones obstétricas (como la hipoxia, la diabetes materna y las infecciones viricas)
y el estrés materno durante el embarazo. Los dafios cerebrales infantiles también se han
relacionado con el riesgo de desarrollar esquizofrenia. Ademas, se han asociado otros factores
ambientales como la clase social, el estrés, el consumo de sustancias de abuso (cocaina,
derivados anfetaminicos y alucindgenos), crecer en un medio urbano, la inmigracion, sufrir

infecciones viricas y el nacimiento durante los meses de invierno (McGrath J et al., 2004).

3.5 TRATAMIENTO

En la actualidad no existe ningin tratamiento que cure la enfermedad, por lo que la
terapia se centra en el uso de farmacos antipsicéticos (APs) que disminuyen o eliminan la
sintomatologia de la misma (National Institute of Mental Health, 2005). No obstante, la
medicacion constituye solo una parte del tratamiento del enfermo. Es extremadamente
importante que el paciente reciba apoyo no sélo por parte de la familia, sino también por parte
de amigos, compaiieros de trabajo, y de todas las personas de su entorno en general, por lo
que las intervenciones psicosociales son otra parte importante del tratamiento del paciente.
Los déficits cognitivos, como la incapacidad para concentrase, que sufren los enfermos les
dificulta mantener o encontrar trabajo. Existen terapias, basadas en la recuperacion de estas
habilidades cognitivas, para ayudar a los pacientes a su reintegracion en la comunidad y a
recuperar su funcionamiento ocupacional (Buckley PF, 2008). La terapia electroconvulsiva
(TEC) se puede utilizar para el tratamiento de algunos sindromes especificos como la
catatonia, y para pacientes que no respondan a los farmacos antipsicéticos (Ho B-Ch et al.,

2005).
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3.6 ETIOPATOGENIA

La complejidad y heterogeneidad de la esquizofrenia dificultan el estudio de su
etiologia. Como ya se ha comentado anteriormente, existen diferentes combinaciones de
multiples factores de riesgo (tanto genéticos como ambientales) que determinan la aparicion
de la esquizofrenia (Figura 1) (Buckley PF, 2008). Gracias a la evolucion que en los ultimos
afios han sufrido las técnicas de neuroimagen, se ha observado diferentes anomalias
estructurales, como la dilatacion de los ventriculos, la disminucion del volumen del talamo, de
la corteza prefrontal, del 16bulo temporal y en general disminucion global del tamafio
cerebral. También se han observado alteraciones funcionales, como la disminucién de la
actividad de la corteza prefrontal, y alteraciones quimicas, como las alteraciones en la
concentracion de determinados neurotransmisores (dopamina, serotonina y glutamato) o en la
densidad de sus receptores.

El problema es que no todos los pacientes presentan algunas de estas alteraciones, ni
todas las personas que las presentan sufren esquizofrenia. No obstante, a partir de estos
cambios estructurales, funcionales y quimicos, y en base al mecanismo de accion de los
farmacos antipsicéticos y de otros principios activos que producen sintomas parecidos a los
cuadros psicoticos, se han propuesto diferentes hipodtesis para explicar la fisiopatologia de la
esquizofrenia (Miyamoto S et al., 2003; Weinberg D, 2003, Abi-Dargham A and Laruelle M,
2005, Florez J, 2008) (Tabla 1).

En una enfermedad tan compleja es dificil pensar que la alteracion de un tinico sistema
es suficiente para su desarrollo. En el momento actual los investigadores parecen estar de
acuerdo en que la esquizofrenia no se debe a una alteracion limitada a una unica region
cerebral, sino que se debe a un problema de conexiones entre distintas regiones del cerebro
(Sullivan P et al., 2006).

Puesto que las hipdtesis generadas en esta tesis doctoral estan basadas en la teoria

dopaminérgica, se prestard una especial atencion a este punto.

3.6.1 HIPOTESIS DOPAMINERGICA

Durante muchos afios, ha sido la hipdtesis mas aceptada, y actualmente continua
siendo la teoria neuroquimica predominante. Para entender mejor las alteraciones propuestas
de este sistema, que explicarian la sintomatologia esquizofrénica, es importante dar un breve

repaso de los conocimientos existentes sobre este neurotransmisor.
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Tabla 1. Hipotesis fisiopatologicas de la esquizofrenia

Hipdtesis Alteracion Evidencias
- Capacidad de los antipsicéticos de
Desequilibrio en la funcién controlar los sintomas positivos mediante el
dopaminérgica: bloqueo de los receptores D,.
- Hipofuncién en la corteza prefrontal - Capacidad de dopaminérgicos indirectos
Dopaminérgica (receptores D), contribuyendo a los (anfetaminas) de inducir psicosis en sujetos
sintomas negativos y cognitivos de la sanos y sintomas psicoticos en
enfermedad. esquizofrénicos a dosis muy bajas.
- Hiperfuncion en la zona subcortical - Estudios de neuroimagen muestran
(receptores D,), contribuyendo a la anormalidades en la funcion dopaminérgica
aparicion de los estados psicoticos. presinaptica.
- E1 LSD es un agonista del receptor de la
serotonina y tiene una accién alucindgena y
psicotomimética.
- Elevadas afinidades de los antipsicoticos
atipicos por los receptores de la serotonina.
Serotonérgica Alteraciones en la neurotransmisién - Estudios post-mortem muestran
serotonérgica alteraciones en el nimero de receptores de
la serotonina en el cerebro de pacientes
esquizofrénicos, con una menor expresion
del receptor 5-HT,, y una mayor presencia
de los receptores 5-HT 4 en la corteza
frontal.
- La fenciclidina y la ketamina (antagonistas
del receptor del glutamato) producen
sintomas psicéticos y negativos en
individuos sanos y empeoran los sintomas
en pacientes esquizofrénicos.
Glutamatérgica Hipofuncion del receptor de glutamato - Disminucidn de la actividad de los
NMDA receptores glutamatérgicos en la corteza
prefrontal, en el hipocampo y en el tdlamo
de pacientes esquizofrénicos.
- Estudios post-mortem con cerebros de
pacientes esquizofrénicos, han hallado
indices anormales de glutamato.
Alteraciones en el desarrollo de las
neuronas provocando posicionamientos Alteraciones estructurales en cerebros de
celulares andmalos y dando lugar a pacientes esquizofrénicos: dilatacion del
patrones aberrantes en las conexiones sistema ventricular, atrofia del hipocampo,
Neurodesarrollo entre diferentes regiones del cerebro. alteraciones microscopicas en la
Estos circuitos anormales explicarian que | arquitectura y disposicion de las neuronas
los sintomas de la enfermedad se iniciaran | en el lobulo frontal y regiones
cuando las estructuras implicadas temporolimbicas como la amigdala y el
alcanzan su madurez funcional. hipocampo.
Expresion anormal de proteinas y
sustancias bioquimicas toxicas que - Semejanza de la esquizofrenia con otras
dafarian determinadas regiones dando enfermedades neurodegenerativas.
Neurodegeneracion | lugar a una pérdida en la funcion - Aparicion progresiva de la sintomatologia

fisioldgica. Esto afectaria la conectividad
entre estructuras diencefalicas, talamicas,
limbicas y corticales dando lugar a la
sintomatologia esquizofrénica.

- Aparicion y progresion de las alteraciones
cognitivas
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a) Dopamina

La dopamina interviene, a parte de en la esquizofrenia, en varios trastornos como el
Parkinson, el trastorno por déficit de atencion o en procesos de dependencia a drogas, por lo
que es un neurotransmisor de gran interés biologico. En la mayoria de neuronas del sistema
nervioso central actia como precursor de la noradrenalina. S6lo una de cada 10° neuronas son
deficientes en la enzima dopamina B-hidroxilasa, encargada de transformar la dopamina en
noradrenalina, y es en éstas donde la dopamina actia como neurotransmisor. El precursor de
la dopamina es la tirosina (Figura 3) que se transforma en L-DOPA (paso limitante de la
reaccion) y ésta a su vez se descarboxila para formar dopamina. Una vez sintetizada, la
dopamina se almacena en vesiculas hasta que la neurona recibe un potencial de accion y la

libera a la sinapsis mediante exocitosis.

Tirosina \
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DOPA
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< DOPAMINA = e
Reserpina _ . Fi | Inhibidores
Tetrabenazina Jo~ o I e~ delaMAD
DA MAOK. -~
o ‘ﬁa\ + DOPAC
Arfetamina \ iy _Cocaina
DA '& ,,,,, ==-""" Anfetamina
Beormocriptina A -
Apomoefina —~ ]
& 2y
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Clompromazing
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Figura 3. Terminacion nerviosa dopaminérgica. Sintesis, almacenamiento y liberacion
de dopamina. Se indican los lugares de accion donde actian algunos
farmacos. La linea discontinua indica inhibicion o antagonismo (Garcia-

Sevilla JA y Meana JJ, 2008).

La homeostasis del neurotransmisor se lleva a cabo mediante su recaptacion y su
metabolismo. En las terminales dopaminérgicas existen transportadores de membrana,
conocidos con el nombre de DAT (Dopamine Active Transporter), que permiten transportar la
dopamina liberada al interior de la neurona donde se almacena nuevamente en las vesiculas.

Este proceso produce un ahorro metabolico importante ya que evita la degradacion
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extraneuronal de la dopamina y permite su reutilizacion. En el metabolismo de la dopamina
intervienen dos enzimas: la Monoamino Oxidasa (MAO) y la Catecol-O-MetilTransferasa
(COMT). Ambas se encuentran ampliamente distribuidas por todo el organismo, incluido el
cerebro. La MAO es una enzima oxidativa mitocondrial y su actividad se centra en la fraccion
citoplasmatica de la dopamina que no se encuentra protegida en el interior de las vesiculas. La
COMT es una enzima de la fraccion soluble citoplasmatica e incluso puede estar asociada a la
membrana celular. La accién de ambas enzimas da lugar mayoritariamente a dos metabolitos:
el acido 3,4-dihidroxifenilacético (ADFA) y el acido homovalinico (AHV) (Figura 4). La
determinacion de AHV encefalico se emplea a menudo como indice de recambio de
dopamina. Existen diferentes sustancias que inhiben o estimulan la neurotransmisioén
dopaminérgica, como por ejemplo los farmacos antipsicoticos y las anfetaminas,

respectivamente (Figura 3) (Garcia-Sevilla JA y Meana JJ, 2008; Rang HP et al., 2008b).

Dopamina 3-Metoxidopamina
HG“ - |CI-I_-_,Cr-t;,NH.-_ COMT CHOr 5 CHaCHoNH,
i
HO! s L
MAD MAD
| | [ —
|
i 1
HO WCHLCHO COMT CHL O, CH.CHO
l | e e | -
HOY . ‘ '.||:||' : =) |
Aldehido Aldehido
deshidrogenasa |deshidrogenasa
' '
HO CH,COOH COMT CHAO; CH,COOH
I e — | )
HO d HO-
Acido dihidroxifenilacético Acido homevanilico
(ADFA) (AHV)

Figura 4. Principales vias del metabolismo de la dopamina (Rang HP et al., 2008b).

b) Receptores dopaminérgicos

En los afios 80 se propuso la existencia de dos tipos de receptores dopaminérgicos, D
y D», relacionados respectivamente con la activacion y la inhibicion de la adenilato ciclasa. La
clonacién de genes amplié el numero de receptores hasta cinco, los cuales fueron clasificados
en dos familias D; y D, (manteniendo la nomenclatura de los dos primeros receptores

identificados). La familia D; incluye los receptores D; y Ds, mientras que la familia D,
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incluye el D,, D3 y D4. Todos los receptores presentan una elevada homologia y pertenecen a
la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G estimuladoras (D; y Ds) o inhibidoras
(D2, D3 y D4). Su localizacion puede ser presindptica y postsinaptica (Figura 5). Los
presinapticos, o autorreceptores, se localizan alrededor de toda la neurona dopaminérgica y su
estimulacion da lugar a una reduccion de la actividad espontanea de la neurona
(autorreceptores somatodendriticos) o bien una inhibicién de la liberacion de dopamina
(autorreceptores presentes en las terminaciones nerviosas), por lo que constituyen uno de los
principales mecanismos de regulacion de la transmision. Los postsinapticos son los
responsables de la accion bioldgica de la dopamina. Existen dos isoformas del receptor D,
Dys y Dy1, ambas codificadas por el mismo gen. Se ha sugerido que el D, actuaria como
receptor mayoritariamente postsindptico y el D,s como presinatico (Garcia-Sevilla JA y

Meana JJ, 2008).

c r somato
(Gangli les, 3 1 demn {controla la
corteza frontal o ; frecuencia de disparo
sistema limbico L\ delaneurona)

| controla la cantidad de
dopamina |iberada)

Neurona dopamin ca
(area ventral tegmental o
gustancia nigra)

Figura 5. Localizacion presinaptica y postsinaptica de los receptores de dopamina

(http//www.iladiba.com).

Los receptores dopaminérgicos se expresan en areas encefdlicas delimitadas, pero
superpuestas, y presentan diferentes afinidades con la dopamina, otros agonistas y
antagonistas (Tabla 2). Los D, son los receptores mas abundantes y dispersos en las zonas que
reciben inervacion dopaminérgica (estriado, sistema limbico, tadlamo e hipotdlamo), y lo
mismo sucede con los receptores D,, aunque €stos también se encuentran en la hipdfisis. Los
Ds; y D4 se expresan mayoritariamente en el limbico y, a comparacion de los D», se expresan
en mucho menor grado en el estriado. Dado que los antagonistas de la dopamina utilizados
como antipsicoticos deben su accidn a los efectos sobre los sistemas mesolimbico y

mesocortical, pero producen a menudo efectos secundarios por el bloqueo de receptores en el
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estriado, seria interesante desarrollar farmacos que bloquearan a estos receptores de forma
selectiva.

Los receptores de dopamina también se expresan en la periferia donde intervienen en
varios efectos periféricos como la vasodilatacion renal o el aumento de la contractibilidad del

miocardio (Rang HP et al., 2008b).

Tabla 2. Receptores de dopamina (Rang HP et al., 2008b).

Familia D1 Familia D2

D1 D5 D2 D3 D4
Gen ¥ localizacién DRD1/ Chr 5 DRDS5/ Chr4 | DRD2/Chr 11 DRD3 / Chr 3 DRI/ chr 11
Sistema efector Gs Gs Gilo Gi'o Gilo
Traduccién de la sefial 1 AMPc 1 AMPc |AMPc/ 1P, | |AMPc/1IP, | |AMPe/1IP,
Diswibucion v fimcionalidad
Corteza +H+ - + - +
{Alerta, estado de animo)
Sistema limhico
{Emocion, conductas - + ++ + T
estereptipadas)
Estriado (Control motor) ++ + +H + +
Hipotilamo e hipofisis
anterior {secrecion de - - ++ 4 -
prolactina)
Agonistas
Dopamina Micromaolar Submicromaolar Micromolar Nanomolar Submicromolar
A pomorfina Baja potencia Alta potencia
Bromocriptina Baja potencia Allta potencia
Antagonistas
Clorpromacina + + - - +
Haloperidol +H ¥ - 454 SEEE
Espiperona - - +HH +H +H
Sulpirida - - e ++ -
Clozapina + + + + ++
Ariprazol - - —+ 1 -

¢) Vias dopaminérgicas

La distribucion de la dopamina en el encéfalo es bastante limitada. Aunque existen
interneuronas dopaminérgicas en otras regiones encefalicas y en la retina, la dopamina abunda
principalmente en el cuerpo estriado, en el sistema limbico y en el hipotdlamo, formando tres

sistemas principales (Figura 6):
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— Sistema nigroestriado: donde se encuentra alrededor del 75% de toda la dopamina del

encéfalo. Se origina en los cuerpos celulares de la sustancia negra compacta (localizada en
el mesencéfalo) y sus axones se proyectan hasta el cuerpo estriado (nucleo caudado y
putamen). Este sistema estd implicado en la regulacién motora y la ejecucién de tareas
(Garcia-Sevilla JA y Meana JJ, 2008; Rang HP et al., 2008b).

— Sistema mesolimbico-mesocortical: Se origina en los cuerpos celulares localizados en

el area tegmental ventral (mesencéfalo) y sus fibras se proyectan hacia el sistema limbico
y a la corteza frontal, respectivamente. La via mesolimbica se distribuye por diferentes
areas del sistema limbico, especialmente al nucleo accumbens y a la amigdala, y con
excepcion del hipocampo. Ambos sistemas estan implicados en los procesos de atencion,
motivacion, control del pensamiento, evaluacion correcta de la realidad. También estan
relacionados con los sistemas de premio o recompensa, circuitos que al activarse producen
un efecto placentero. La mayoria de sustancias que provocan adiccion interaccionan con
neuronas dopaminérgicas de este sistema provocando un incremento de la liberacion de
dopamina. Cuando se interrumpe la administracion de estas sustancias aparecen
sensaciones desagradables, depresion o falta de motivacidon (Garcia-Sevilla JA y Meana
JJ, 2008, Rang HP et al., 2008b).

— Sistema tuberohipofisario: es un grupo de neuronas cortas que se dirigen desde la

porcion ventral del hipotdlamo a la eminencia media y la hipdfisis, regulando algunas de
sus secreciones. La dopamina provocaria una inhibicion de la secrecion de la prolactina y

estimularia la secrecion de la hormona de crecimiento (Rang HP et al., 2008b).

e TP Via
lubarahipofisaria . _
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Figura 6. Vias dopaminérgicas. Ac: Nucleos accumbens; Am: Amigdala; C: Cerebelo;
Est: Cuerpo estriado; H: Hipofisis; Hip: Hipocampo; Hit: Hipotalamo; SN:
Sustancia negra; Ta: Talamo; Tab: Tabique (Rang HP et al., 2008b).
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d) Implicaciones de 1a dopamina en la esquizofrenia

Existen multiples evidencias de que la dopamina juega un papel importante en el
desarrollo de la sintomatologia esquizofrénica (Tabla 1). Las anfetaminas provocan un
aumento de la liberaciéon de dopamina y dan lugar en individuos sanos a cuadros psicoticos
muy parecidos a los que tienen los pacientes esquizofrénicos en un episodio agudo. Agonistas
del receptor D, (apomorfina, bromocriptina) empeoran la sintomatologia de los pacientes.
Antagonistas dopaminérgicos controlan la sintomatologia positiva, de hecho la eficacia
clinica de los antipsicoticos es constante cuando provocan un bloqueo del 80% de los
receptores D, y la potencia de éstos guarda una estrecha relacidon con la capacidad de bloquear
dichos receptores. Un estudio realizado mediante técnicas de imagen y ligando radioactivo
demostr6 una mayor liberacion de dopamina (inducida por anfetamina) en esquizofrénicos
que en controles. Ademas el efecto era ain mayor en brotes agudos y desaparecia en periodos
de remision espontanea (Rang HP et al., 2008b).

Todas estas evidencias llevaron a la formulacion de la teoria de la hiperactividad
dopaminérgica (Miyamoto S et al, 2003; Ho B-Ch et al., 2005) mediada por una
hiperestimulacion de los receptores D,. Sin embargo, existe otra variante de la hipotesis de la
dopamina (Abi-Dargham A and Laruelle M, 2005) que sugiere que la sintomatologia
esquizofrénica seria debida a un desequilibrio en la neurotransmision dopaminérgica. En ella
se propone que existe un desequilibrio entre un déficit persistente de la funcidon
dopaminérgica, asociada a una hipofuncion glutamatérgica, en la corteza prefrontal,
implicando a los receptores D; y contribuyendo a los sintomas negativos y cognitivos de la
enfermedad; y un exceso intermitente en la zona subcortical, implicando a los receptores D, y

contribuyendo a la aparicion de los estados psicoticos.

3.7 OTRAS ENFERMEDADES MENTALES

En este apartado se comentard inicamente aquellos trastornos mentales en los que se

utilizan farmacos antipsicoticos como parte de su tratamiento.

3.7.1 TRASTORNOS MENTALES RELACIONADOS CON LA ESQUIZOFRENIA
Como ya se ha comentado anteriormente, el hecho de que la sintomatologia de la
esquizofrenia y de otras enfermedades mentales sea similar, hace que muchas veces los

criterios diagnosticos de estas patologias estén muy proximos. Entre dichas enfermedades
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destacaremos el trastorno esquizoafectivo, el trastorno esquizotipico, el trastorno de ideas

delirantes y el sindrome psicético.

e En el trastorno esquizoafectivo los pacientes experimentan sintomas caracteristicos tanto

de la esquizofrenia (psicosis) como de los trastornos afectivos. Los sintomas psicoticos y
afectivos pueden estar presentes al mismo tiempo o de modo alternante. A diferencia de la
esquizofrenia, en el trastorno esquizoafectivo los sintomas afectivos se dan en una parte
sustancial de la duracion total de la enfermedad, y a diferencia del trastorno bipolar, los
sintomas psicdticos, no se resuelven necesariamente con el tratamiento del trastorno del
estado del animo (WHO, 2003).

Se desconoce la causa exacta de esta enfermedad, pero los factores que afectan el
desarrollo tanto de la psicosis como del trastorno del estado del &nimo pueden jugar un papel
importante. Las estrategias farmacoldgicas para el tratamiento de esta enfermedad pueden
consistir en una monoterapia antipsicotica, una monoterapia estabilizadora del estado del
animo, una monoterapia antidepresiva o combinaciones de ellas. El tratamiento agudo
requiere generalmente antipsicoticos, ya que normalmente predominan los sintomas

psicoticos (Ho B-Ch et al., 2005).

e Segun el DSM-IV, el trastorno esquizotipico (o de personalidad esquizotipica) se

caracteriza por presentar un patréon general de déficit social e interpersonal asociado a un
malestar agudo y a una capacidad reducida para las relaciones personales, asi como
distorsiones cognitivas o perceptivas y excentricidades del comportamiento. Los pacientes
con este trastorno presentan alteraciones peculiares del habla, la conducta, el pensamiento y la
percepcion pero no estan totalmente desconectados de la realidad y generalmente no tienen
alucinaciones. Aunque este trastorno comparta muchas caracteristicas con la esquizofrenia,
carece de la manifiesta cronicidad de las psicosis (WHO, 2003).

Aun se desconoce la verdadera etiologia de la enfermedad, pero se cree que la
personalidad esquizotipica tiene un componente genético ya que existe una incidencia mayor
en los familiares de esquizofrénicos. El tratamiento del trastorno esquizotipico suele consistir
en la combinacion de una terapia de apoyo junto con farmacos APs. Se ha visto que los APs
mejoran la ansiedad y las caracteristicas pseudopsicoticas asociadas a este trastorno, y estan
particularmente indicados en el tratamiento de las descompensaciones psicoticas que pueden

experimentar estos pacientes (Ho B-Ch et al., 2005).
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e El trastorno de ideas delirantes se define, segun el criterio DSM-IV, como un grupo de

alteraciones caracterizadas por la aparicion de un unico tema delirante o de un grupo de ideas
delirantes relacionadas entre si, que normalmente son muy persistentes y que incluso pueden
durar hasta el final de la vida del individuo. El contenido de estas ideas es muy variable y a
menudo es de persecucidn, hipocondriaco o de grandeza. Normalmente no se presenta otra
psicopatologia, pero pueden aparecer de modo intermitente sintomas depresivos y, en algunos
casos, alucinaciones olfatorias y tactiles. Fuera del comportamiento directamente relacionado
con el tema de las ideas delirantes, los pacientes con este trastorno presentan una afectividad,
un lenguaje y una conducta normales (4PA, 2000).

El tratamiento del trastorno de ideas delirantes a menudo incluye psicoterapia y
medicacion en donde suelen haber farmacos APs para reducir la agitacion y la ansiedad que

acompaifian a las ideas delirantes, asi como su intensidad (Ho B-Ch et al., 2005).

e El sindrome psicético es un término general que se refiere a la pérdida de contacto con la

realidad, incluyendo particularmente delirios y alucinaciones. Aunque en muchas ocasiones el
comportamiento psicético va asociado a la esquizofrenia, estos sintomas pueden ser
independientes, pudiendo estar asociados a tumores cerebrales, a epilepsia, a alcohol y/o a la
dependencia a toxicos, al trastorno bipolar, a la depresion psicética y a la demencia
relacionada con trastornos cerebrales degenerativos como el Alzheimer.

El tratamiento de la reaccién psicdtica varia segin la causa de la psicosis.
Normalmente se utilizan los APs para disminuir las alucinaciones y delirios, pero también

terapia de grupo (4PA4, 2000; WHO, 2003).

3.7.2 TRASTORNO BIPOLAR

El trastorno bipolar, conocido también con el nombre de trastorno afectivo bipolar o
depresiéon maniaca, se caracteriza por elevaciones y descensos del estado del animo de
caracter patologico. Los pacientes presentan alternancia de episodios depresivos y episodios
maniacos, en los que muestran una euforia exagerada. Los episodios de euforia pueden variar
desde la hipomania (la forma menos intensa) hasta la mania con sintomas psicéticos (la forma
mas grave). En algunos pacientes bipolares los dos episodios se presentan a la vez, lo que se
conoce como estado bipolar mixto.

El DSM-IV diferencia dos subtipos de trastorno bipolar: el de tipo I, que se caracteriza
por episodios recurrentes de depresidon y de mania graves, con o sin episodios de hipomania; y

el de tipo II, donde episodios depresivos se alternan con uno a mas episodios hipomaniacos.
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El trastorno ciclotimico se caracteriza por la presencia de sintomas depresivos leves e
hipomaniacos recurrentes. Es la forma mas leve del trastorno bipolar.

La duracién media de un episodio maniaco es de 5-10 semanas, pudiendo variar entre
2 semanas y 4-5 meses, mientras que la de un episodio de depresion es de 19 semanas
(Dubovsky SL et al., 2005). La esquizofrenia y el trastorno bipolar comparten caracteristicas
comunes y de hecho no fue hasta finales del siglo XIX cuando se empezaron a considerar
enfermedades mentales diferentes. El trastorno bipolar aparece en la adolescencia o al inicio
de la época adulta y tiene una prevalencia superior a la de la esquizofrenia, cerca del 3.5%. Al
igual que la esquizofrenia, el trastorno bipolar es una enfermedad multifactorial donde los
factores genéticos juegan un papel muy importante (Buckley PF, 2008). Alteraciones en los
sistemas de neurotransmision serotonérgicos, dopaminérgicos, noradrenérgicos y
acetilcolinérgicos estarian implicadas en su etiologia (Dubovsky SL et al., 2005). Tampoco en
este caso existe una marcador biologico que determine la presencia de este trastorno, por lo
que la sintomatologia del paciente, el curso de la enfermedad y la historia familiar son las
herramientas utilizadas en la clinica para llevar a cabo el diagndstico, que en ocasiones se
puede confundir con otros trastornos que comparten sintomatologia, como la ansiedad, la
esquizofrenia o el trastorno esquizoafectivo (Kahn DA et al., 2004).

Se ha comprobado que la mejor estrategia para el tratamiento del paciente bipolar es la
combinacién de los farmacos estabilizadores del 4nimo junto a la terapia psicosocial y al
apoyo de familiares y amigos. El litio es el firmaco mas comun utilizado como estabilizador
del animo. Anticonvulsionantes, como el valproato o la carbamazepina, también son
ampliamente utilizados. Antidepresivos, para las fases depresivas, antipsicoticos, para las
maniacas, y benzodiazepinas para tratar el insomnio, la agitacién y la ansiedad, se combinan

con los estabilizadores del 4nimo en el tratamiento de muchos pacientes (Buckley PF, 2008).

3.8 GENETICA DE LA ESQUIZOFRENIA

Como ya se ha comentado en anteriores apartados, la esquizofrenia es una enfermedad
multifactorial donde la suma de varios factores ambientales y genéticos desencadena su
aparicion. Los estudios realizados en familias han demostrado la importancia de la base
genética en la esquizofrenia. Segin las teorias mds actuales, no estaria causada por la
alteracion de un Unico gen sino que seria la presencia de un nimero de genes alterados lo que

daria predisposicion a desarrollar la enfermedad. A pesar del gran numero de genes
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estudiados, hasta el momento no se ha detectado ningin gen que despunte sobre los demas en
conferir un mayor riesgo de esquizofrenia. En cambio, si que se han descrito multiples genes

de efectos moderados que confieren cierta susceptibilidad (Tabla 3).

Tabla 3. Genes de susceptibilidad a la esquizofrenia.

Gen candidato Localizacion Funcién biolégica
cromosomica
DISC1/2 1q42.1 Papel en el desarrollo neuronal
(Disrupted In Schizophrenia ly 2)
COMT 22ql11.21 Degradacion de catecolaminas
(Catechol-O-MethylTransferase) Implicacién neurotransmision dopaminérgica
PRODH 22ql11.21 Catabolismo de la prolina
(Proline dehydrogenase) Implicacién neurotransmision glutamatérgica
NRG1 Estimulacion del receptor erbB4
(Neuregulin 1) 8pl2 Disminuye la expresion del receptor NMDA
Implicacién neurotransmision glutamatérgica
DTNBPI 6p22.3 Implicacién neurotransmision glutamatérgica
(Dystrobrevin-binding protein 1)
DAO Oxidacion de la D-Serina (agonista del receptor
(D-amino-acid oxidase) 12q24 NMDA).
Implicacién neurotransmision glutamatérgica
DAOA 13q34 Activacion de la DAO
(D-amino acid oxidase activator) Implicacién neurotransmision glutamatérgica
Regulador negativo de los receptores acoplados
RGS4 1g23.3 a proteina G
(Regulator of G-protein signaling 4) Implicacién neurotransmision dopaminérgica,
serotonérgica y glutamatérgica
DRDI1 (Dopamine receptor D) 5q35.1 Receptores de dopamina
DRD2 (Dopamine receptor D,) 11922-23 Implicacién neurotransmision dopaminérgica
DRD3 (Dopamine receptor D3) 3ql13.3
TH 11p15.5 Sintesis de dopamina (enzima limitante)
(Tyrosine hydroxylase) Implicacién neurotransmision dopaminérgica
SLC6A3 5pl5.3 Transportador de la dopamina
(Solute carrier family 6 member 3) Implicacién neurotransmision dopaminérgica
5-HTR2A 13q14-q21
(5-hydroxytryptamine receptor 2A) Receptores de serotonina
5-HTR2C Xq24 Implicacién neurotransmision serotonérgica
(5-hydroxytryptamine receptor 2C)
TPH1 11p15.3-pl4 Sintesis de serotonina (enzima limitante)
(Tryptophan hydroxylase 1) Implicacién neurotransmision serotonérgica
SLC6A4 17q11.1-q12 Transportador de serotonina
(Solute carrier family 6 member 4) Implicacién neurotransmision serotonérgica
GRM3 7921.1-g21.2 Receptor de glutamato
(Glutamate receptor metabotropic 3) Implicacién neurotransmision glutamatérgica
SLC1A3 15p13 Transportador de glutamato
(Solute carrier family 1 member 3) Implicacién neurotransmision glutamatérgica
MAOA (Monoamine oxidase A) Xpll.3 Degradacion de dopamina y serotonina
MAOB (Monoamine oxidase B) Xpl11.23 Implicacién neurotransmision dopaminérgica y
serotonérgica
NOTCH4 6p21.3 Diferenciacion celular
(Notch homolog 4 (Drosophila)) Hipétesis del neurodesarrollo
APOE 19q13.2 Catabolismo lipoproteinas
(Apolipoprotein E) Hipdtesis de la neurodegeneracion
AKT]1 (V-akt murine thymoma viral 14.p32.32 Proteina cinasa B
oncogene homolog 1) Transmision sindptica y plasticidad neuronal
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La participacion de multiples genes seguiria el modelo del multiple loci propuesto por
Risch en 1990 (Risch N, 1990). Sin embargo, queda un largo camino para llegar a determinar
el numero de genes involucrados, el grado de interacciéon entre ellos y la contribucion
individual de cada uno en la susceptibilidad de padecer este trastorno mental.

En el caso de enfermedades Mendelianas, causadas por la alteracion de un unico gen,
el uso de diferentes técnicas genéticas ha sido de gran ayuda para la identificacidon rapida de
las bases genéticas y moleculares de estas enfermedades. En el caso de las complejas, como la
esquizofrenia, la identificacion de alteraciones genéticas responsables de la enfermedad esta
siendo un proceso lento y en ocasiones desalentador. Gracias a los recientes avances
tecnologicos y al aumento de los recursos genéticos disponibles, el numero de genes
candidatos identificados estd creciendo considerablemente (Tabla 3), lo que motiva a pensar
que en un futuro cercano seremos capaces de identificar las principales variables genéticas
responsables de la enfermedad con el objetivo de mejorar su diagndstico y su tratamiento.

Se han utilizado diferentes estrategias para la detecciéon de genes candidatos de la
esquizofrenia (Kirov G et al., 2005). Sin embargo, se observa discrepancia en los resultados
obtenidos en los diferentes estudios, que probablemente sea debida al efecto parcial que
confiere cada uno de los posibles genes de susceptibilidad, asi como al inadecuado tamafio
muestral, a la poca homogeneidad de las muestras y al uso de un nimero insuficiente de
marcadores genéticos.

Los estudios realizados en familias han permitido identificar regiones cromosdmicas
implicadas en el riesgo de esquizofrenia. Mediante estudios citogenéticos para observar
anormalidades cromosomicas, se detectd una translocacion balanceada entre los cromosomas
1y 11 (t(1;11)(q43;921)) que estaba asociada a los pacientes esquizofrénicos de una familia
(St Clair D et al., 1990). Posteriormente, se vio que la translocacion afectaba a dos genes del
cromosoma 1: DISC1 y DISC2 (Disrupted in Schizophrenia 1y 2), los cuales siguen siendo en
la actualidad genes candidatos para la esquizofrenia.

Los estudios de ligamiento también son una buena estrategia para identificar
posiciones cromosomicas asociadas a la esquizofrenia. El uso de marcadores polimoérficos de
ADN (4cido desoxiribonucleico) que cosegregan con la enfermedad permite definir estas
posiciones, donde es probable que se encuentren genes de susceptibilidad. Mediante esta
estrategia, cientificos han encontrado ligamiento con las regiones cromosomicas 2q, 3q, 5p,
6p, 8p, 11q, 13q,14p y 22q (Badner JA and Gershon ES, 2002; Lewis CM et al., 2003), y
también han podido identificar numerosos genes candidatos. Un ejemplo seria el gen

DTNBP1 (Dystrobrevin-binding protein 1). Después de mostrar evidencia de ligamiento de un
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segmento del cromosoma 6 (6p24-p22) con la esquizofrenia, se reportaron evidencias de
asociacion del gen DTNBPI, localizado en esa region cromosomica (6p22.3), con la
enfermedad (Straub RE et al., 2002).

Los estudios de asociacidon entre casos y controles no emparentados es otra de las
estrategias utilizadas por los investigadores. En este caso, a partir de las hipotesis
fisiopatoldgicas (Tabla 1) de la esquizofrenia, se estudian genes implicados en ellas. Por
ejemplo, en base a las hipotesis de las alteraciones en los sistemas de neurotransmision
dopaminérgico, serotonérgico y glutamatérgico, se han estudiado genes que codifican para
receptores (DRD2, 5-HTR2A, GRM3), transportadores (SLC6A43, SLC6A44, SLCIA3) o
metabolizadores (COMT, MAO) de estos neurotransmisores (Tabla 3). En los estudios de
asociacion se comparan las frecuencias de uno o varios polimorfismos genéticos (variaciones
en la secuencia de ADN presentes en la poblacién con una frecuencia mayor al 1%), entre
pacientes esquizofrénicos (casos) y controles poblacionales. Existen diferentes tipos de
polimorfismos genéticos: delecciones e inserciones (pérdida o ganancia de nucledtidos,
respectivamente), duplicaciones, etc., siendo los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism),
variaciones de un tnico nucleoétido, los polimorfismos mas frecuentes.

Recientemente se ha publicado un estudio de asociacion con 1900 casos (pacientes con
esquizofrenia o trastorno esquizoafectivo) y 2000 controles, en el cual se han estudiado 648
SNPs situados en 14 genes candidatos previamente asociados a la enfermedad (Sanders AR et
al., 2008). A pesar del gran tamafio muestral, de la gran cantidad de SNPs y de la razonable
eleccion de los genes estudiados, ninguno de los SNPs se pudo asociar a la esquizofrenia. Este
estudio muestra la complejidad que los investigadores se encuentran en la busqueda de
factores genéticos de riesgo. La posible heterogeneidad de la misma enfermedad y de su
genética, sumado al efecto de los diferentes factores ambientales, dificultan la homogeneidad
de los estudios realizados.

Por otro lado, es posible que no se esté utilizando la estrategia mas adecuada.
Actualmente se estd desarrollando una nueva conocida con el nombre de Whole Genome
Association (WGA), que estudia una gran cantidad de SNPs marcadores que cubren todo el
genoma, analizando las diferencias entre casos y controles. Se podria considerar un estudio de
ligamiento donde todos somos considerados miembros de una gran familia. Esta estrategia
junto con otras, como el estudio de los CNV (Copy number variation), segmentos de ADN
que se encuentran repetidos a lo largo del genoma, permitird detectar nuevos genes que hasta
el momento no se han asociado a la esquizofrenia, ampliando asi el conocimiento sobre otras

posibles vias etiopatologicas de la enfermedad (Hyman SE, 2008).
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¥+ FARMACOGENETICA DE LOS ANTIPSICOTICOS

3.9 DEFINICION DE FARMACOGENETICA Y POLIMORFISMO GENETICO

3.9.1 FARMACOGENOMICA Y FARMACOGENETICA

A menudo los términos farmacogendémica y farmacogenética se confunden. La
farmacogendmica estudia las bases genéticas y moleculares de las enfermedades con la
finalidad de identificar nuevas dianas terapéuticas y marcadores periféricos para su
diagnostico y pronostico. La farmacogenética, en cambio, estudia las variaciones genéticas
que determinan la respuesta a los farmacos.

Existe una elevada variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos. Las
causas de esta variacion pueden ser de origen genético, ambiental, fisiologico y
patofisiolégico (Ingelman-Sundberg M, 2001). La relacion entre las reacciones adversas de
los farmacos y las variaciones genéticas fue demostrada por primera vez en los afios
cincuenta. Posteriormente, en 1959, Vogel introdujo el término “Farmacogenética” para este
nuevo campo de investigacion.

Los estudios de farmacogenética se basan en la investigacion de variaciones genéticas
presentes en genes candidatos implicados en los procesos farmacocinéticos o
farmacodinamicos de los farmacos. El objetivo final de esta disciplina es identificar variables
genéticas que ayuden a predecir el riesgo individual de un paciente a desarrollar un efecto
adverso o a desarrollar resistencia a un determinado tratamiento para poder realizar terapias
mas individualizadas y por lo tanto mas eficaces y menos toxicas (Shastry BS, 2006).

Los farmacos antipsicoticos utilizados en pacientes esquizofrénicos y bipolares, entre
otros, actian mejorando o suprimiendo los estados psicdticos de estos pacientes. Sin embargo,
existe una elevada variabilidad interindividual en la respuesta a los diferentes tipos de
farmacos antipsicoticos, encontrando pacientes que no responden a un determinado
tratamiento o pacientes que desarrollan ciertos efectos adversos, como por ejemplo
extrapiramidalismo o depresion. La poca consciencia de enfermedad que tienen los pacientes,
en especial los esquizofrénicos, hace que la aparicidon de efectos adversos sea critica, ya que

esto conlleva que abandonen la terapia con mayor frecuencia (Lieberman JA et al., 2005).

33



3. INTRODUCCION

Actualmente, la capacidad de predecir la eficacia o seguridad de un antipsicotico para
un determinado paciente es limitada y se espera que la farmacogenética ayude a realizar un
mejor tratamiento de los pacientes. Diferentes polimorfismos, localizados en genes que
participan en procesos farmacocinéticos (trasportadores y enzimas metabolizadoras) o
farmacodinamicos (receptores dopaminérgicos y serotonérgicos) de los antipsicoticos, se han
asociado tanto a la respuesta al tratamiento como al riesgo de aparicidén de efectos adversos
(Nnadi CU and Malhotra AK, 2007). Hay que tener en cuenta que un test genético nunca dara
una respuesta absoluta, pero si ayudard a realizar una mejor prediccion de la eficacia o la
toxicidad que un determinado antipsicotico puede tener en un paciente en particular.

En los estudios de farmacogenética, los fenotipos clinicos que se quieren estudiar son
complejos y responden a la interaccion de varios genes cada uno de ellos con un efecto parcial
sobre la respuesta. Esto hace que la asociacion entre genotipo y fenotipo sea una tarea dificil,
por lo que en la actualidad se tiende a realizar estudios de asociacidon entre genotipo y
endofenotipo. Los endofenotipos o fenotipos intermedios son variables que se encuentran
entre el genotipo y el fenotipo complejo (Owen MJ et al., 2005). En las enfermedades
neuropsiquiatricas, donde el fenotipo determina el diagndstico, un endofenotipo podria ser
cualquier caracteristica neurofisiologica, bioquimica, endocrinoldgica, neuroanatdmica,
cognitiva o neuropsicologica. Otra estrategia para facilitar la identificacion de dicha
asociacion serd seleccionar los extremos de los fenotipos farmacoldgicos (como por ejemplo,
respondedores versus no respondedores o resistentes versus sensibles), ya que es donde se
encontraran con mayor frecuencia los genotipos adversos o favorables.

Hay que destacar que gracias a la secuenciacion del genoma humano, la simplificacion
de los métodos para la deteccion de nuevos polimorfismos, el avance en las tecnologias de
genotipado de alto rendimiento o “high-throughput”, como los arrays, la espectrometria de
masas o la minisecuenciacion, asi como los avances en el campo de la bioinformatica, se esta

potenciando enormemente el desarrollo de la farmacogenética.

3.9.2 POLIMORFISMOS GENETICOS

a) Definicion

Un polimorfismo genético se define cuando existen diferentes variantes alélicas para un
mismo locus, con una frecuencia, en la poblacidén general, mayor o igual al 1% (Lewin B,
2004). Se debe diferenciar los polimorfismos genéticos de las mutaciones espontaneas, las

cuales se dan con una frecuencia mucho menor (entre el 1x10® y el 1x10® %).
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b) Tipos de polimorfismos

e  SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Corresponde al tipo mas comun de variacidbn genética, representando
aproximadamente un 90% del total de variaciones del genoma humano. Este polimorfismo de
un unico nucleoétido hace que la secuencia de ADN entre los individuos difiera en una tnica
base. Se ha estimado una frecuencia de un SNP por cada 1.250 pares de bases, por lo que se
calcula que existe un total de 2.5 millones de SNPs en el genoma humano (Ingelman-
Sundberg M, 2001).

Existen grupos de SNPs vecinos en un mismo cromosoma cuyos alelos muestran
diferentes patrones de desequilibrio de ligamiento o LD (del inglés, Linkage Disequilibrium).
En ocasiones, la presencia de un alelo en un determinado locus conlleva una elevada
probabilidad de que otro alelo particular esté presente en un sitio vecino del mismo
cromosoma. Estos alelos relacionados se heredan en bloques llamados haplotipos. Los
haplotipos, aunque pueden contener un gran numero de SNPs, se pueden identificar utilizando
un namero reducido de éstos, lo que permite maximizar el contenido de informacion,
reduciendo el numero de andlisis, tanto en los estudios de ligamiento como en los de

asociacion (Schmith VD et al., 2003).

e Insercién / Delecion

Estos polimorfismos genéticos resultan de la adicién o eliminacién de uno o varios
nucledtidos en la secuencia de ADN. El tipo mas comun son las repeticiones de un nimero
variable de bases. Los microsatélites, a menudo referidos como “simple tandem repeats”
(STRs), consisten en la repeticion de un niimero variable de veces de dos, tres o cuatro
nucledtidos. En cambio, las repeticiones de los VNTRSs (variable number of tandem repeat) o
minisatélites pueden contener desde cinco a cerca de cien nucleotidos.

Otro tipo de polimorfismo de insercion/delecion incluye la presencia o ausencia de
segmentos Alu en una determinada localizacién genética. Estos fragmentos consisten en dos
secuencias de una longitud de aproximadamente 120-150 bases separadas por un segmento
rico en adenina. Las inserciones Alu son faciles de identificar y de genotipar dadas las
grandes diferencias en los fragmentos amplificados. Las inserciones de este tipo se dan en un
promedio de aproximadamente 3 Kb y se encuentran mayoritariamente en regiones no
codificantes. No se conoce la funcion de estas secuencias altamente representadas en el

genoma humano (mas de un millon) y aunque algunos las han descrito como ADN “junk”
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(basura), otros las consideran como un sistema auténtico, equivalente a plasmidos de bacterias

0 a genes transponibles (Schmith VD et al., 2003).

¢) Funcionalidad
Existen diferentes consecuencias funcionales dependiendo del tipo de cambio genético
que produzca el polimorfismo (Strachan T and Read AP, 2004b):

e Cambio sinonimo o silencioso: cuando el cambio resulta en un nuevo codon que codifica
para el mismo aminoacido. Son los que se observan mas frecuentemente en la secuencia
codificante de ADN.

e Cambio sin sentido: en este caso, un codon que codificaba para un aminoacido es
reemplazado por un codon stop, produciendo en la mayoria de los casos una importante
reduccién en la funcién del gen.

e Cambio de pérdida de sentido (“missense”): donde el coddn alterado codifica un
aminoacido diferente. Estos pueden ser conservativos, cuando el aminodcido es
sustituido por otro que es similar quimicamente, o no conservativos, cuando no son
similares. Normalmente el primer tipo tiene un efecto minimo en la funcién de la

proteina.

La funcionalidad vendra marcada por la localizacion del polimorfismo en la secuencia
de ADN. Los que se encuentran en la region codificante pueden ser funcionales ya que en
ocasiones alteran la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada. En los estudios de
farmacogenética, los polimorfismos funcionales, es decir los que provocan una consecuencia
visible y diferencial en el fenotipo, tienen un interés especial. No obstante, también pueden
tener un gran impacto en el fenotipo los polimorfismos que se encuentran en intrones,
regiones de “splicing” o “de corte y empalme”, en regiones no codificantes del mARN, en la
region 5’ flanqueante (o regidon promotora) y al menos 150 pares de bases después del ultimo
exon. Por ultimo, los polimorfismos intergénicos, localizados entre los genes a lo largo del
genoma, son los mas abundantes y, en general, no producen ningun cambio en el fenotipo

(Strachan T and Read AP, 2004b).
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3.10 FARMACOS ANTIPSICOTICOS

3.10.1 HISTORIA Y CLASIFICACION

En el afio 1947, gracias a las observaciones realizadas por Laborit con diversas
sustancias, como la prometazina (una fenotiazina), que fueron utilizadas a modo de
anestésicos por su efecto sedativo, se llevo a cabo la modificacién de la estructura de la
fenotiazina produciendo el primer antipsicotico utilizado, la clorpromazina. Su efecto
antipsicotico fue demostrado por Delay y Deniker en 1953 al observar que estos farmacos
controlaban los sintomas de los pacientes psicéticos sin provocarles una excesiva sedacion
(Rang HP et al., 2008a). Al descubrimiento de la clorpromazina le sigui6 el desarrollo de
nuevas sustancias entre las que destacd, por su extensisimo uso, el haloperidol (Florez J,
2008).

No obstante, el término antipsicético aparece por primera vez en el afio 1963, gracias a
las investigaciones realizadas por Carlsson sobre el efecto clinico de la clorpromazina y el
haloperidol. Carlsson observd que estas substancias producian un incremento en el recambio
de las monoaminas, que se traducia en un incremento de los niveles de sus metabolitos, y
sugirié que podria ser un efecto compensatorio debido al bloqueo de los receptores de estas
monoaminas. Posteriormente, Seeman postulé que los farmacos antipsicoticos ejercian su
accion interaccionando con receptores de dopamina, y dicha accion estaba estrechamente
relacionada con la respuesta antipsicotica (Seeman P, 1987).

En la década de los 70 se desarrollaron otros farmacos antipsicoticos en respuesta a los
problemas existentes con los neurolépticos utilizados hasta el momento, como por ejemplo, la
falta de eficacia en algunos pacientes, la pobre mejoria de los sintomas negativos y cognitivos
o los efectos secundarios que producian, entre los que destacan un grupo de alteraciones
motoras conocidas con el nombre de sintomas extrapiramidales o EPS (del inglés,
extrapyramidal symptoms). A estos nuevos farmacos se los denomin6 antipsicoticos atipicos,
para diferenciarlos de los ya existentes (antipsicdticos tipicos). La clozapina fue el primer AP
atipico sintetizado. A pesar de presentar una elevada eficacia en el tratamiento de los sintomas
variados de la esquizofrenia y de reducir la incidencia de los EPS, su utilizacién quedo
limitada debido a sus serios efectos adversos, como la agranulocitosis. A partir de los afios 90
se empezaron a desarrollar una segunda generacion de APs atipicos imitando el perfil

farmacodinamico de la clozapina. Esto permitié obtener farmacos efectivos en el tratamiento
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tanto de los sintomas positivos como de los negativos, reduciendo el riesgo de desarrollar
alteraciones motoras y obviando la agranulocitosis (Kapur S and Remington G, 2001).

En la actualidad existe una multitud de APs tipicos y atipicos utilizados en clinica. En
la tabla 4 podemos encontrar algunos de estos APs agrupados en funcidn del grupo quimico al
que pertenecen. Aunque la distincion entre los dos grupos no esta claramente definida, ésta
depende del perfil farmacodindmico, la incidencia de efectos secundarios extrapiramidales
(menor en los de segunda generacion), la eficacia en el grupo de pacientes resistentes al
tratamiento (especialmente de la clozapina) y la eficacia sobre los sintomas negativos

(superior en los atipicos) (Rang HP et al., 2008a).

Tabla 4. Clasificacion de los principales farmacos antipsicéticos (Florez J, 2008).

Antipsicéticos tipicos

Fenotiazinas:
Alifaticas: clorpromazina y trifluopromazina
Piperidinicas: tioridazina, metopimazina y pipotiazina
Piperazinicas: flufenazina, perfenazina y trifluoperazina
Tioxantenos: clorprotixeno, tiotixeno, zuclopentixol
Butiferonas: haloperidol y droperidol
Difenilbutilpiperidinas: pimozida

Analogos de fenotiazinas: loxapina y clotiapina

Antipsicéticos atipicos

Benzamidas: sulpiride, tiaprida y racloprida
Dibenzodiazepinas: clozapina y olanzapina
Dibenzotiazepinas: quetiapina y metiapina

Benzisoxazol: risperidona

3.10.2 MECANISMO DE ACCION
a) Bloqueo de los receptores de dopamina D,

Los antipsicoticos deben su efecto terapéutico fundamentalmente al bloqueo de los
receptores D,. Ambos tipos de APs, tipicos y atipicos, presentan diferentes afinidades por este
receptor. Existe una correlacion entre la afinidad de los APs por el receptpr D, y las
concentraciones plasmaticas del farmaco que son clinicamente eficaces, por lo que la
ocupacion de estos receptores sirve de guia para realizar predicciones de respuesta a los APs.

El nivel Optimo para una respuesta farmacoldgica requiere un bloqueo del 65-70%.
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Ocupaciones mayores al 80% estan asociadas con un aumento de la incidencia de los EPS
(Florez J, 2008). En el caso de la clozapina, que presenta una elevada afinidad por el receptor
serotonérgico 5-HT,, se ha visto que su eficacia se da cuando sus niveles plasmaticos
permiten una ocupacion del receptor D, de entre el 50 y 60% (Kapur S. and Mamo D, 2001,
Kapur S and Seeman P, 2001). En el caso de pacientes no respondedores, a pesar de que
tengan una ocupacion de los receptores D, adecuada, el hecho de llevar mucho tiempo
medicandose podria haber provocado una up-regulation o hipersensibilidad de los receptores
D,, haciendo que se necesiten aumentos en las dosis para producir los mismos efectos en la
transmision dopaminérgica (Miyamoto S et al., 2005). Posteriormente se observd que el
bloqueo de los receptores D, y la eficacia clinica no siempre seguian una relacion lineal ya

que algunos pacientes que respondian bien al tratamiento antipsicdtico mostraban niveles

bajos de bloqueo D, (Jones HM and Pilowsky LS, 2002).

Tabla 5. Afinidades relativas de los Aps por diferentes receptores, a dosis terapéuticas.

Receptor Dy [ D, | D3 | Dy | 5-HT s | 5-HT,4 | S-HT2¢ | oy o H, M,
Clozapina | + | ++ | + [ ++ + e = =+ | + =+ |
Risperidona | + | ++++ | ++ | - - SRS ++ +++ [ ++ + -
Olanzapina | ++ | +++ | + | ++ - s ++ ++ + t—+ | ot
Quetiapina | - + - - - - - -+ =+ | ++
Ziprasidona | + [ +++ [ ++ [ ++ == b+ = ++ - 4 -

Sertindol ++ | -+ | |+ - ++ + + -

Sulpirida = | AEEEE | A= || = = - - - -
Amilsulpride | - [ ++++ | ++ | - = - - - -

Zotepina 4 = |+ + 4 A 4+ | ++ et +
Aripiprazol | + [ ++++ [ ++ [ ++ A 4 4HF + + 4 -
Haloperidol | + | ++++ | ++ [ +++ - + - —++ | - ; ;
Flufenazina A 4 A ++

- minima o ninguna; + baja: ++ moderada; +++ alta; ++++ muy alta (Miyamoto S et al., 2005; Jarskog LF et al., 2007).

Se ha podido demostrar que, aunque todos los APs con una eficacia clinica poseen al
menos cierto grado de antagonismo por los receptores D,, la mayor parte de ellos también
tienen afinidad por distintos receptores de otros sistemas de neurotransmision (Tabla 5). Por
lo que lo mas probable es que también haya otros sistemas implicados (Kapur S. and Mamo

D, 2001; Florez J, 2008).
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Se ha intentado relacionar el bloqueo dopaminérgico en las vias mesolimbica y
mesocortical con la accidon sobre los sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia.
Estudios preclinicos con amilsulpride, AP atipico que presenta una elevada afinidad por los
receptores D, y D3, y que presenta poca afinidad para la familia de receptores D; o por
receptores no dopaminérgicos, mostraron que no habia una relacién directa entre su afinidad
por estos receptores y su eficacia clinica. Se vio que dosis bajas de amilsulpride mejoraban
sobretodo los sintomas negativos, relacionando este efecto con un bloqueo de autorreceptores
de la familia D, presinapticos en regiones corticales, donde la densidad de receptores es baja,
llevando a un incremento en la liberaciéon de dopamina y de la neurotransmision
dopaminérgica. Dosis mayores producian una disminucion de la actividad de los receptores de
dopamina postsinapticos del nucleo accumbens, produciéndose una reduccion de la
transmision dopaminérgica y obteniendo una mejoria de la sintomatologia positiva (Pani L et
al., 2002).

Como se ha comentado con anterioridad, uno de los efectos secundarios mas
importante de los farmacos APs, sobretodo de los tipicos, son los sintomas extrapiramidales.
La causa mas probable del desarrollo de este efecto adverso es el grado de ocupacion por los
APs de los receptores dopaminérgicos D, de la via nigroestriada. Las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales ejercen una inhibicion sobre las neuronas colinérgicas en esta
region, por lo que un bloqueo de los receptores dopaminérgicos por los APs llevaria a un
exceso de la actividad colinérgica que se asocia al parkinsonismo. Estudios farmacodindmicos
con APs han sugerido que una ocupacidon de receptores D, en el estriado menor al 70% no
produciria EPS, una ocupacion entre el 70% y el 80% aumentaria el riesgo a padecerlos, y con
una ocupacion mayor al 80%, el riesgo de aparicion de EPS seria muy elevado (Kasper S et
al,, 1998). Resultados obtenidos mediante técnicas de SPECT y PET sugieren que la
clozapina y el haloperidol se sitian en los dos extremos opuestos en cuanto al riesgo de EPS
precisamente por sus ocupaciones de los receptores D, estriatales baja y elevada,
respectivamente. La clozapina y la quetiapina presentan una baja ocupacion de receptores D,
estriatales (26%) que se correlaciona con el bajo riego de estos dos APs de producir EPS. El
haloperidol presenta un elevado riego de EPS por su elevada ocupacién de receptores D,
estriatales (88%). La capacidad de la risperidona y la olanzapina de producir EPS varia en
funcion de la dosis utilizada, presentando una ocupacion de los receptores de entre un 60% y
un 80% segun la dosis. En la figura 7 se muestra la diferente ocupacion estriatal de los

receptores D5 y el riesgo de producir EPS por diferentes APs.
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El exceso de la actividad colinérgica causante del extrapiramidalismo es mas marcado
cuando los APs no poseen actividad anticolinérgica inherente. No obstante, se deben
considerar otros sistemas de neurotransmision ya que este mecanismo por bloqueo
dopaminérgico no explica que el bloqueo de los receptores se dé¢ en las primeras horas
después de haber iniciado el tratamiento, mientras que los sintomas parkinsonianos pueden no
aparecer hasta después de dias o semanas. Ademas, puede aparecer una tolerancia a estos
efectos adversos a lo largo del tiempo, que se deberia a una adaptacion a través de otros

sistemas de neurotransmision (Barnes TRE and Spence SA, 2000).

OCUPACION RECEPTORES D2 ESTRIATALES

0 20 40 60 80 100

% ocupacion receptor D2

Figura 7. Ocupacion de los receptores D, estriatales por diferentes APs tipicos y atipicos
(Kasper S et al., 1998).

b) Otros mecanismos
El hecho de que los APs atipicos muestren una elevada heterogeneidad en su perfil
farmacoldgico ha conducido al desarrollo de diversas teorias para poder explicar el

mecanismo de accidn de estos farmacos.

e Teoria del antagonismo serotonina-dopamina:

En general, todos los APs atipicos, excepto el amilsulpride, la sulpirida y el aripiprazol,
presentan un elevado cociente de afinidad 5-HT,o/D, que podria explicar porqué estos
farmacos proporcionan cierta proteccion frente a los EPS y muestran superioridad en el

tratamiento de los sintomas negativos (Abi-Dargham A and Laruelle M, 2005). Se ha
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observado que una estimulacion de los receptores 5-HT,n actuaria como freno de la
transmision dopaminérgica, por lo que su bloqueo facilitaria la accién dopaminérgica
disminuyendo asi el riesgo de aparicion de EPS (Mortimer AM, 2004). Ademas, se ha
observado un efecto sinérgico en el antagonismo de los receptores D, y 5-HT»4, llevando a un
aumento de la funcion dopaminérgica prefrontal, efecto que no se ha observado cuando se
administran antagonistas selectivos para estos receptores especificamente. Sin embargo,
existen varias evidencias que contradicen esta teoria como la falta de reproduccion del
caracter atipico cuando se afiade un antagonista del receptor 5-HT,4 a un farmaco que
bloquea los receptores D, o la existencia de varios APs tipicos que presentan elevadas
afinidades para el receptor 5-HT,a, entre otras. Ademas de todo esto, el grado de caracter
atipico de los APs (considerando la aparicién de EPS como indicador) no coincide con el
orden de sus cocientes 5-HT,/D,. Por ejemplo, el orden de menor riesgo de aparicién de EPS
es: quetiapina > olanzapina > risperidona, mientras que sus coeficientes 5-HT,4/D, estan
exactamente en el orden opuesto (Kapur S and Mamo D, 2001; Kapur S and Seeman P,
2001). Aunque el antagonismo del receptor 5-HT»4 parece que juega un papel importante en
la capacidad antipsicotica de los farmacos, éste no es el Unico responsable. Parece que el
antagonismo de este receptor serotonérgico complementaria el antagonismo D, dando como

resultado el efecto antipsicotico.

e Baja afinidad por los receptores dopaminérgicos Ds:

La baja afinidad de algunos APs atipicos por los receptores D; respecto a los tipicos podria
ser uno de los mecanismos de accion de estos farmacos. Por otro lado, el hecho de que ratones
knockout para el gen DRD3 presenten hiperactividad motora ha llevado a pensar que la
aparicion de EPS se podria explicar, en parte, por el bloqueo de los receptores D3 (Holmes A

etal., 2004).

e Elevada afinidad por los receptores Dy:

El hecho de que la clozapina presente una elevada afinidad para los receptores D4 y de que
éstos tengan una localizacion mayoritariamente extraestriatal, propuso la participaciéon de los
D4 en la actividad atipica de los antipsicéticos. No obstante, el hecho de que otros APs,
incluyendo APs tipicos, también presenten una elevada afinidad para los receptores D4 y que
farmacos con una afinidad selectiva para estos receptores no muestren actividad antipsicética,

ha hecho que esta teoria pierda importancia (Kapur S and Remington G, 2001).
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e (Caracter agonista sobre los receptores dopaminérgicos:

El aripiprazol, a diferencia de los APs tipicos y atipicos actualmente comercializados, actua
como agonista parcial de los receptores D; y D,, es decir que actuara como agonista o
antagonista en funcion de la presencia de dopamina enddgena en el entorno del receptor. Los
sintomas positivos de la esquizofrenia causados por una hiperactividad dopaminérgica en la
via mesolimbica estarian controlados mediante la accién antagonista del aripiprazol. En
cambio, los negativos originados por una hipoactividad dopaminérgica de la via mesocortical
estarian controlados mediante la accion agonista del farmaco. Por eso ha se conoce como el
“estabilizador del sistema dopaminérgico”. Aunque llega a ocupar el 90% de los receptores
dopaminérgicos estriatales no suele originar EPS, quiza por esta accion parcial que evita un

bloqueo completo (Florez J, 2008).

e Interaccion de los APs con el sistema glutamatérgico:

La capacidad de los APs atipicos de antagonizar los efectos de la hipofuncion del receptor
NMDA, similares a los que se presentan en la esquizofrenia, podria ser otro mecanismo
terapéutico de la accidon de los APs atipicos. Aunque no se conoce bien el mecanismo, se ha
sugerido que el metabolito activo de la clozapina, la N-desmetilclozapina, potencia la funcion
de los receptores NMDA al actuar como agonista de los receptores muscarinicos M;

(Miyamoto S et al., 2005).

e Répida disociacion de los receptores Dy:

Los APs atipicos presentan una elevada capacidad de disociacion de los receptores D,. Kapur
y Seeman sugirieron que una rapida disociacion de los receptores D, obligaria al AP a
acomodarse a la transmision dopaminérgica fisiologica. Esto permitiria un efecto
antipsicético sin EPS, hiperprolactinemia y con mayores beneficios cognitivos y afectivos, ya
que se daria una atenuacién de la transmision dopaminérgica, pero sin alterar el papel
fisioldgico del neurotransmisor. Por otra parte, se ha demostrado que un bloqueo intermitente
del sistema dopaminérgico hace que €ste se haga mas sensible, lo que podria explicar que
farmacos con una elevada velocidad de disociacidon, como la clozapina, puedan sensibilizar el
sistema dopaminérgico y sean eficaces en algunos pacientes en los que el tratamiento con APs
tipicos (con velocidad de disociacion lenta) ha dejado de funcionar (Kapur S and Seeman P,

2001).
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Elevada ocupacion en regiones extraestriatales:

Se ha sugerido que algunos APs atipicos como la clozapina, la olanzapina, el sertindol, la

risperidona y el amilsulpride, presentan un bloqueo preferencial de los receptores de

dopamina D, extraestriatales relativo a los estriatales. Esto explicaria la menor aparicion de

EPS que dan los farmacos APs atipicos (Kapur S. and Mamo D, 2001).

3.10.3 EFICACIA DE LOS ANTIPSICOTICOS

Ademas de las propiedades sedantes o tranquilizantes de estos farmacos (efecto

neuroléptico), en general, los antipsicOticos actian mejorando o suprimiendo el sindrome

esquizofrénico, especialmente los sintomas positivos. También son capaces de reducir el

riesgo de recaidas, y cuando dicha medicacion es interrumpida, incluso tras varios afios de

terapia efectiva, el riesgo de recaida aumenta entre el 60-70% (Krausz M, 2002).
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Sintomas positivos: Aproximadamente el 30% de los pacientes con sintomas psicoticos
agudos, presentan poca o ninguna respuesta a los APs tipicos, mas del 60% presentan una
respuesta parcial y aproximadamente el 20% pueden sufrir recaidas (Miyamoto S et al.,
2005). A pesar de las diferencias existentes en la potencia, las propiedades
farmacologicas y en la capacidad de inducir efectos adversos, los farmacos APs tipicos
presentan una eficacia similar en el tratamiento de los sintomas psicéticos de la
esquizofrenia y en la prevencion de su recurrencia. Muchos APs atipicos parecen ser,

como minimo, tan efectivos para los sintomas psicéticos como los APs tipicos (Tabla 6).

Sintomas negativos: Los APs tipicos son eficaces en el tratamiento de los sintomas
negativos primarios (inherentes a la enfermedad), lo que ocurre es que tienden a provocar
sintomas negativos secundarios (resultado de sintomas positivos mal controlados y de la
aparicion de efectos adversos). Por esta razon, aunque los APs atipicos han mostrado ser
mas efectivos sobre estos sintomas, existen dudas de si la superioridad observada es un
reflejo del menor riesgo de producir EPS o es un efecto independiente en la mejora de los
sintomas negativos primarios. No obstante, se ha sugerido que la risperidona y la
olanzapina si que ejercen efectos directos en los sintomas negativos primarios (Tabla 6)

(Miyamoto S et al., 2005).
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e Sintomas cognitivos y afectivos.: Parece que los APs atipicos, a diferencia de los tipicos,
darian lugar a una mejora del deterioro cognitivo a nivel de la fluidez verbal, las
funciones motoras y las funciones ejecutivas. Sin embargo, no esta claro si este efecto se
podria deber al menor riesgo de EPS y la posible mayor eficacia en el tratamiento de los
sintomas negativos de los APs atipicos (Krausz M, 2002).

Existen evidencias de que los APs atipicos podrian tener efectos beneficiosos sobre los

trastornos afectivos de la esquizofrenia.

Todos los APs han mostrado mejorar la calidad de vida de los pacientes. Aunque atn
se han de llevar a cabo muchos estudios, los datos existentes hasta el momento parecen
indicar una mayor eficacia de los APs atipicos. Ademds, en pacientes refractarios al
tratamiento, la clozapina ha mostrado una elevada eficacia en el tratamiento de los sintomas
psicoticos de estos pacientes (Kapur S and Remington G, 2001; Miyamoto S et al., 2005).

Los farmacos antipsicoticos ademds han demostrado ser una terapia eficaz en el
tratamiento de otras enfermedades con sintomatologia psicotica, como el trastorno bipolar. En
estos pacientes se ha demostrado que la combinacién de antipsicdticos con antidepresivos
permite obtener mayor éxito terapéutico que la monoterapia antidepresiva (Berk M and Seetal

D, 2005; Calabrese JR et al., 2005).

Tabla 6. Eficacia de los APs tipicos y atipicos

Eficacia APs atipicos APs tipicos

(por potencia')

Sintomas | Aripi- | Cloza- | Olanza- | Quetia- | Rispe- | Ziprasi-

prazol | pina pina pina ridona | dona Alta Media | Baja
Positivos - s s ++ s R H H -
Negativos 4 T=r 4 I 4 I 4 4 I
Recaidas - s s ? s ? - - ++

++++ muy alta; +++ alta; ++ moderada; + baja; ? pobremente definido. ' Ejemplos de APs tipicos de elevada potencia son el
flupentixol, la flufenazina, el haloperidol y la trifluoperazina; APs de potencia moderada incluyen la loxapina y el
zuclopentixol; y APs de baja potencia incluyen a la clorpromazina, la metotrimezina y la tioridazina (Gardner DM et al.,
2005).

3.10.4 EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS ANTIPSICOTICOS
Como la mayoria de farmacos, los antipsicdticos dan lugar a diferentes efectos
secundarios en funcién de las caracteristica del paciente, del tipo de antipsicotico utilizado y

de la dosis utilizada, entre otros factores. La clorpromazina, primer antipsicético utilizado,
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actuaba sobre varios receptores colinérgicos y monoaminérgicos dando lugar a una variedad
de efectos secundarios como sequedad de boca, problemas de motilidad intestinal y urinarios,
sedacion y complicaciones cardiovasculares. Cuando se demostr6 que su eficacia antipsicotica
se debia al bloqueo de los receptores D,, las investigaciones se dirigieron a desarrollar
antagonistas selectivos de estos receptores, como el haloperidol. Sin embargo, el aumento de
la potencia hacia los D, dio lugar a un aumento del riesgo de desarrollar efectos
extrapiramidales. Dada la incapacidad que produce este efecto secundario, se empezaron a
desarrollar los APs atipicos, el primero de los cuales, como ya se ha comentado
anteriormente, fue la clozapina, que presentd un menor riesgo de EPS pero daba lugar a otro
efecto adverso, la agranulocitosis. Aunque solo un 1% de los pacientes tratados con clozapina
desarrollaba este efecto secundario, debido a su gravedad, el uso de este AP quedd restringido
a pacientes refractarios. A pesar de que se han desarrollado otros APs atipicos que tienen un
menor riesgo de producir EPS, a comparacion de los APs tipicos, y que no provocan
agranulocitosis, éstos dan lugar a otros efectos secundarios no deseados (Kapur S and
Remington G, 2001).

Dada la importancia de la sintomatologia extrapiramidal causada por los
antipsicoticos, y dado que esta tesis se basa en el estudio farmacogenético de este efecto

secundario, se prestara una especial atencion a este punto.

a) Sintomas extrapiramidales

Los sintomas extrapiramidales son un grupo de alteraciones del movimiento que el
paciente puede experimentar al recibir la terapia antipsicdtica. Este efecto secundario reduce
considerablemente la calidad de vida del paciente, no sélo por la incapacidad fisica que
provoca, sino también por el rechazo social que genera, lo que supone un obstaculo para la
rehabilitacion y las perspectivas en la busqueda de empleo. Sin embargo, la peor consecuencia
de los EPS en los pacientes es el incumplimiento del tratamiento, ya que da lugar a recaidas
con la aparicion de nuevos brotes psicoticos.

Existen pacientes que presentan un riesgo mas elevado de padecer EPS, entre los que
encontramos a ancianos, adolescentes y pacientes con dafios neuroldgicos (demencia o
parkinson). Los clinicos utilizan dosis menores de los APs tipicos en estas poblaciones de
riesgo, pero dado que éstos presentan un elevado riesgo de producir EPS, a menudo estas
dosis bajas son subterapéuticas y continllan estando asociadas con la sintomatologia
extrapiramidal. Por ello, se recomienda tratar a estas poblaciones con APs atipicos. De todas

formas la aparicién de este efecto secundario depende del tipo de farmaco y de la dosis
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administrada. Mientras que la clozapina y la quetiapina tienen un menor riesgo de provocar
EPS en todas sus dosis clinicas, la incidencia de EPS para la risperidona y la olanzapina es
dependiente de la dosis (Academic Highlights, 2000).

La severidad de los EPS se puede evaluar mediante diferentes escalas como la
Abnormal Involuntary Movement Scale (AIMS), la Barnes-Akathisia Scale (BAS) o la
Simpson-Angus Scale (SAS) (Kane JM, 2001).

Podemos diferenciar dos tipos de EPS: los EPS agudos y los sindromes tardios.

EPS agudos

Los EPS agudos aparecen entre las primeras semanas del inicio del tratamiento y
nunca después de los dos meses, ademas son reversibles con la aplicacién de una serie de
medidas. Los EPS agudos incluyen el parkinsonismo, la acatisia y la distonia. Si el paciente
experimenta cualquiera de estos sintomas, la primera estrategia a seguir sera la reduccion de
la dosis o el cambio de AP por otro de menor potencia o por uno atipico. Un porcentaje muy
elevado de pacientes tratados con APs tipicos desarrollan EPS agudos, y a pesar de que los
APs atipicos tienen un menor riesgo, siguen produciendo esta sintomatologia en una

proporcion importante de pacientes.

e  Parkinsonismo:

Sus sintomas son muy parecidos a los que se dan en la enfermedad de Parkinson: disminucidon
de la expresion facial, rigidez, enlentecimiento de los movimientos (bradicinesia), sialorrea
(secrecion excesiva de saliva), temblor y alteracion de los reflejos posturales. Los AP tipicos
producen parkinsonismo en un 50% de los pacientes. En el caso de la risperidona y
olanzapina, es proporcional al aumento de la dosis, mientras que con la quetiapina y la
ziprasidona este efecto practicamente no se observa. En pacientes con enfermedad de
Parkinson, la quetiapina es el AP de eleccion para el control de la psicosis (Kane JM, 2001).
Los clinicos pueden utilizar farmacos anticolinérgicos, como el biperideno, para tratar esta
sintomatologia, aunque hay que tener en cuenta que apareceran otros efectos secundarios
como la sequedad de boca o la taquicardia, tipicos de este tipo de fa&rmacos (Barnes TRE and

Spence SA, 2000).
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e Acatisia:

Este efecto secundario se caracteriza por una hiperactividad motora del paciente, que presenta
una sensacion subjetiva de inquietud, ansiedad y necesidad de moverse (Academic Highlights,
2000). Por lo general, aparece al cabo de pocas horas o dias de iniciarse el tratamiento,
aunque también se puede dar después de una prolongada exposicidon (acatisia tardia). Un 20-
40% de los pacientes tratados con APs desarrollan acatisia, siendo mds frecuente con el uso
de los tipicos (Barnes TRE and Spence SA, 2000). Entre los factores de riesgo de acatisia
encontramos: el uso de elevadas dosis de AP o de un antipsicotico de elevada potencia, una
escalada rapida de dosis, asi como el consumo de estimulantes (Kulisevsky J. and Otermin P,
2003). El uso de B-bloqueantes como el propanolol o el metoprolol para tratar la acatisia ha

resultado ser mas eficaz que el uso de anticolinérgicos (Barnes TRE and Spence SA, 2000).

e Distonia aguda:

Se caracteriza por la presencia de espasmos musculares prolongados y movimientos
repetitivos o sostenidos de caracter torsional que hacen que el paciente adopte posturas
andmalas (Barnes TRE and Spence SA, 2000). Los espasmos se dan en cuello, espalda,
lengua, en los musculos que controlan el movimiento lateral de los ojos, etc. Se da en un 2-
3% de los pacientes, aunque el porcentaje aumenta en el caso de los APs clasicos. Los
jovenes, el sexo masculino y el consumo de cocaina, son factores de riesgo, a los que se les
han de sumar, el haber presentado este efecto anteriormente o el uso de APs de elevada
potencia. La aparicion de un episodio distonico agudo conlleva un mayor riesgo a padecer
episodios distonicos tardios (Kulisevsky J. and Otermin P, 2003). El uso de anticolinérgicos
es efectivo tanto para prevenir como para tratar este efecto secundario. Las benzodiazepinas

se pueden utilizar como relajantes musculares (Barnes TRE and Spence SA, 2000).

Sindromes tardios

A diferencia de los agudos, los sintomas tardios nunca aparecen antes de los 3-6 meses
del inicio del tratamiento (aunque lo mas frecuente es que aparezcan tras 1-2 afios) y

generalmente son irreversibles. Estos sintomas incluyen: la discinesia y la distonia tardias.

e Discinesia tardia o TD (del inglés, Tardive Diskinesia):
Se caracteriza por la presencia de movimientos y posturas anormales e involuntarias que
afectan sobretodo a la musculatura craneal (movimientos bucolinguomasticatorios). Es mas

frecuente en la poblacién anciana, en mujeres, en pacientes con lesiones cerebrales y en
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aquellos que han sufrido otros EPS de forma precoz. Un tratamiento con APs interrumpido o
el consumo de alcohol o drogas serian otros factores de riesgo. La clozapina, la risperidona y
la olanzapina presentan un bajo riesgo de provocar discinesia tardia (Barnes TRE and Spence
SA, 2000; Kapur S and Remington G, 2001). A pesar de que el tratamiento antipsicético
combinado con el anticolinérgico no supone un factor de riesgo, el uso de farmacos
anticolinérgicos empeora esta sintomatologia. Un 25% de los pacientes desarrollan discinesia

tardia (Barnes TRE and Spence SA, 2000).

e  Distonia tardia:

Los movimientos sostenidos suelen afectar la musculatura cervicocraneal, aunque también
pueden afectar al tronco y a las extremidades. Como ya se ha comentado, el haber sufrido un
episodio distonico agudo conlleva un mayor riesgo de padecer uno tardio. Alrededor de un
4% de los pacientes presentan esta sintomatologia (Barnes TRE and Spence SA, 2000, Kapur
S and Remington G, 2001).

b) Otros efectos secundarios de los antipsicoticos
e Efectos endocrinos y metabolicos:

Una de las acciones de la dopamina, a través de los receptores D, de la via
tuberohipofisaria, es la inhibicidn de la secrecidon de prolactina. El bloqueo de estos receptores
por parte de los APs conlleva un incremento en la concentracion plasmatica de esta hormona.
La hiperprolactinemia provoca a corto plazo galactorrea, amenorrea y disfunciones eréctil y
de eyaculacion. A largo plazo puede desencadenar osteoporosis, trastornos inmunoldgicos y
puede aumentar el riesgo de algunos tipos de cancer (Kapur S and Remington G, 2001). A
excepcion de la risperidona, los APs atipicos no causan este efecto secundario.

El bloqueo de los receptores de serotonina 5-HT,c y de histamina H; podria estar
involucrado en el aumento de peso que experimentan algunos de los pacientes tratados con
APs. Los APs que presentan un mayor tendencia en este sentido son la olanzapina y la
clozapina, mientras que la ziprasidona no lo provoca (Krausz M, 2002).

Se han observado alteraciones en la tolerancia a la glucosa asociadas sobretodo al
tratamiento con APs atipicos, siendo la clozapina y olanzapina farmacos de riesgo para este
efecto adverso. También se ha observado aumento en los niveles lipidicos, sobretodo a nivel
de los triglicéridos. Estos dos ultimos efectos podrian estar relacionados con el aumento de

peso (Kapur S and Remington G, 2001).
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e  Sedacion y bloqueo vegetativo:

Muchos APs causan sedacion que tiende a disminuir con un uso continuado de estos
farmacos. La actividad antihistaminica (H;) contribuye a este efecto sedante y antiemético,
pero no a la accién antipsicotica.

El bloqueo de los receptores muscarinicos origina diferentes efectos periféricos como
vision borrosa, estreflimiento o retencion urinaria. No obstante, este efecto resultaria
beneficioso en lo que a los efectos extrapiramidales se refiere. La accion de la acetilcolina se
opone a la de la dopamina y es posible que la relativa ausencia de EPS de la clozapina se deba
a su elevada potencia antimuscarinica. El bloqueo de los receptores adrenérgicos o no parece
imprescindible para la accién antipsicética, en cambio produce hipotension ortostatica y

mareos (Rang HP et al., 2008a).

e Sindrome maligno por antipsicoticos:

Es una complicacién rara pero muy grave. Consiste en rigidez muscular acompafiada
de una rapida elevacion de la temperatura corporal y confusion mental. Suele ser reversible,
pero en el 10-20% de los casos conduce a la muerte por insuficiencia renal o cardiovascular

(Rang HP et al., 2008a).

e Efectos cardiovasculares:

Algunos APs causan una prolongacion de la repolarizacion ventricular, que se refleja
como una prolongacion del intervalo QT en un electrocardiograma. La prolongacion del
intervalo QT se ha asociado con un aumento del riesgo de taquicardia ventricular polimoérfica
y con la muerte por causa cardiaca repentina. Este efecto junto con una elevada presion
arterial, el aumento de peso, la hiperglicemia e hiperlipidemia constituyen los factores de

riesgo cardiovascular asociados al consumo de APs (Gardner DM et al., 2005).

La depresion inducida por la risperidona, la ictericia asociada a las fenotiazinas, como
la clorpromazina, o la leucopenia y agranulocitosis que causa la clozapina, serian otros efectos
adversos. Las reacciones cutdneas urticariales son frecuentes pero en general leves. También

pueden dar lugar a una sensibilidad excesiva a la luz ultravioleta (Rang HP et al., 2008a).
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3.10.5 SELECCION DEL FARMACO ANTIPSICOTICO

Como hemos podido comprobar, existe una gran variedad de fArmacos antipsicéticos y
son varios los factores a tener en cuenta a la hora de seleccionar uno de ellos. En funcion de
las caracteristicas del paciente (sintomatologia, riesgo basal de desarrollar algin efecto
secundario propio de algiin AP, tratamiento con otros farmacos, etc.), se valorarad que farmaco
es el mas adecuado. Algunas de las variables que se tienen en cuenta son: la potencia del AP,
la necesidad o no de producir una sedacion inicial, la probabilidad de producir EPS o
sintomas vegetativos, o la necesidad de actuar sobre los sintomas negativos.

El haloperidol ha sido el AP mas utilizado ya que conjuga su elevada potencia con una
sedacion débil y con pocas reacciones vegetativas. El grave inconveniente de este AP es su
elevada capacidad de provocar EPS. La tendencia actual es iniciar el tratamiento con un AP
atipico, ya que mejora la sintomatologia negativa, las funciones cognitivas y supone un menor
riesgo de EPS, por lo que facilita el cumplimiento de la terapia. Si un farmaco no muestra
eficacia en un paciente, se incrementara la dosis del mismo farmaco, o bien se cambiard por
otro. La clozapina Uinicamente estard indicada en caso de que el paciente no responda a otros
farmacos antipsicoticos.

Con frecuencia, los pacientes presentan otros sintomas mentales como ansiedad,
depresion, obsesion, etc. Esto condicionara la eleccion del AP ya que se tendrd que tener en
cuenta la combinacién de distintos fArmacos.

Las caracteristicas genéticas del paciente juegan un papel importante en la eficacia o
toxicidad de los APs. Actualmente, se estan llevando a cabo numerosos estudios
farmacogenéticos para determinar que variaciones genéticas pueden ayudar a predecir tanto la

eficacia como la seguridad de un AP para un determinado paciente.
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+ PAPEL DE LOS GENES COMT, MAO Y DAT EN EL RIESGO DE
ESQUIZOFRENIA Y RIESGO DE EPS.

3.11. COMT (CATECOL-O-METILTRANSFERASA)

La COMT es una enzima que se encuentra ampliamente distribuida por todo el
organismo, incluido el cerebro. Se localiza en la fraccidén soluble citoplasmatica, aunque
también puede estar asociada a la membrana celular. Esta enzima cataliza la transferencia de un
grupo metilo de la S-adenosil-metionina (SAM) a un grupo hidroxilo del nucleo catecol de las
catecolaminas (dopamina, adrenalina y noradrenalina). El gen que codifica la COMT se
localiza en la banda 22q11.21 del cromosoma 22 (Inada T et al., 2003) y consta de 6 exones
separados por 5 intrones. Existen dos promotores, el P1 y el P2, que controlan la transcripcion
de dos mARNs. El mARN més corto (1.3Kb), sintetizado a partir del promotor P1, codifica una
forma soluble de la proteina (S-COMT); y el mARN mas largo (1.5Kb), sintetizado a partir del
promotor P2, puede dar lugar a una forma de la COMT que se encuentra ligada a membrana
(MB-COMT) o a la forma soluble S-COMT. La proteina de membrana consta de 50
aminoacidos mas que la forma soluble (Harrison PJ and Weinberger DR, 2005) y a pesar de
presentar una mayor afinidad para el sustrato, tiene una menor actividad catalitica (Lotta T et
al., 1995). Ambas enzimas presentan una expresion diferencial, mientras que la MB-COMT se
expresa predominantemente en cerebro (Matsumoto M et al., 2003), la S-COMT lo hace en
otros tejidos y organos como el higado, la sangre y el rifion (Lotta T et al, 1995).
Recientemente se ha identificado una tercera isoforma que parece ser mas larga que la MB-
COMT, aunque sus propiedades funcionales no se conocen todavia (Tunbridge EM et al.,
2006).

Se han encontrado varios polimorfismos en el gen COMT. El que més ha sido
estudiado por su relevancia funcional es el polimorfismo Vall58Met (G158A o rs4680). Este
polimorfismo consiste en una transiciéon G-A en el exon 4 con el resultado de una sustitucion
del aminodacido valina (Val) por el aminodcido metionina (Met) en el codon 108 de la proteina
soluble o en el 158 de la proteina de membrana. Este polimorfismo es responsable de una
elevada variabilidad en la actividad enzimatica de la proteina. El genotipo de baja actividad

Met/Met (AA o COMT™™") presenta entre tres y cuatro veces menos actividad que el genotipo
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de alta actividad Val/Val (GG o COMT"™). El genotipo Val/Met (GA o COMT"") tiene una
actividad enzimatica intermedia (Lotta T et al., 1995, Lachman HM et al., 1996).

Aunque el polimorfismo Vall58Met tiene una clara repercusion en la actividad
enzimatica de la COMT, es probable que otros polimorfismos participen en la compleja
regulacion genética de su actividad. Existe otra variante funcional (Ala72Ser o rs6267) que
determina en gran parte la actividad de esta enzima. No obstante, este polimorfismo se ha
detectado Unicamente en poblacidon coreana y japonesa. Otros polimorfismos identificados,
como por ejemplo el rs737865 del intrén 1 o el rs 165599 del extremo 3°-UTR, a pesar de no
variar la secuencia aminoacidica, se ha descrito que forman un haplotipo junto el Vall58Met
que determina una disminucion en la expresion de la COMT (Bray NJ et al., 2003; Dempster
EL et al., 2006). Ultimamente se ha puesto interés en el polimorfismo -278A/G (rs2097603 o
rs2075507) dado que se encuentra situado en el promotor P2 del gen que da lugar a la forma
predominante del cerebro. Aunque su funcionalidad no esta clara, parece que da lugar a un
cambio en la actividad enzimatica (Chen J et al., 2004). Se han llevado a cabo multiples
estudios de haplotipos que incluyen, entre otros, los polimorfismos Vall58Met y -278A/G
(Palmatier MA et al., 2004, Funke B et al., 2005, Sanders AR et al.,2005).

3.11.1 POLIMORFISMOS DE LA COMT Y RIESGO DE ESQUIZOFRENIA

Los estudios de ligamiento genético han identificado la regién cromosémica 22ql1,
donde se localiza el gen COMT, como uno de los loci con mayor probabilidad de contener
genes implicados en la susceptibilidad a la esquizofrenia (Badner JA and Gershon ES, 2002).
Deleciones de fragmentos cromosomicos en este nivel dan lugar al sindrome velocardiofacial.
El 30% de los pacientes con este sindrome desarrollan esquizofrenia o trastornos psicoticos
relacionados (Sanders AR et al.,2005). Debido a esto y al papel biologico de la COMT en la
degradacion de la dopamina, el gen COMT representa uno de los genes candidatos para la
esquizofrenia, tanto funcional como posicional, mas importante en la actualidad. Ademas, se
ha descrito que los pacientes esquizofrénicos presentan una baja actividad de esta enzima
(Wong AH and Van Tol HH, 2003).

El polimorfismo Vall58Met ha sido el més estudiado en psiquiatria debido a su
caracter funcional. Se han llevado a cabo mas de 15 estudios de asociacion de este
polimorfismo con la esquizofrenia y los resultados obtenidos son discrepantes. Mientras que
un meta-analisis (Glatt SJ et al., 2003), llevado a cabo con 14 estudios caso-control y 5 con
familias, encontrd una leve asociacién del alelo Vall58 con la esquizofrenia, otros mas

recientes no han logrado demostrar dicha asociacion (Fan JB et al., 2005, Munafo MR et al.,
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2005). Estos resultados indican que en el caso de que existiese asociacidn, el efecto del
polimorfismo Vall58Met seria muy pequefio. Por esta razon se han empezado a estudiar otros
polimorfismos en este gen que puediesen tener un papel en el riesgo de desarrollar
esquizofrenia.

Se ha descrito una fuerte asociacidon entre un haplotipo formado por los polimorfismos
15737865, rs4680 (Vall58Met) y rs165599 y el riesgo de esta enfermedad mental (Shifman S
et al., 2002). Estos haplotipos muestran una elevada heterogeneidad entre las diferentes
poblaciones, por lo que los polimorfismos podrian no tener un efecto directo sobre la
enfermedad, pero si estar en desequilibrio de ligamiento con otras variantes genéticas, aiin no
identificadas, que serian las que realmente predisponen a sufrir la enfermedad (Palmatier MA
et al., 2004)

El hecho de que el polimorfismo -278A/G esté en desequilibrio de ligamiento con el
15737865 y que se localice en el promotor P2, que origina la forma de la COMT predominante
en cerebro, ha generado un interés especial en este polimorfismo (Palmatier MA et al., 2004,
Williams HJ et al., 2007). Los resultados obtenidos en los escasos estudios de asociacion del
polimorfismo -278 A/G con la esquizofrenia son contradictorios por lo que no se ha podido
esclarecer si existe o no dicha asociacion (Norton N et al., 2002; Funke B et al., 2005;

Sanders AR et al.,2005).

3.11.2 POLIMORFISMOS DE LA COMT Y RIESGO DE EPS

En modelos animales se ha visto que la COMT juega un papel importante en el cortex
prefrontal, pero menor en el estriado, lugar donde se generan los EPS (Karoum F et al., 1994,
Huotari M et al., 2002). La inactivacién de la dopamina postsindptica prefrontal parece
ocurrir principalmente por metilacion mediada por la COMT. Matsumoto y col. (Matsumoto
M et al., 2003) mostraron una mayor densidad del mARN en el cortex prefrontal que en el
estriado. Dado que la actividad prefrontal regula la actividad de la dopamina en el estriado
(Carr DB and Sesack SR, 2000), polimorfismos de la COMT pueden influir en la actividad de
las neuronas dopaminérgicas que se proyectan a la zona estriatal, y por lo tanto puede influir
en la susceptibilidad a los EPS. La mayoria de trabajos han estudiado la relacién entre el
polimorfismo funcional, Vall58Met, y discinesia tardia. Aunque hay estudios que muestran
asociacion (Srivastava V et al., 2006), la mayoria de éstos no lo consiguen (Herken H et al.,
2003; Matsumoto C et al., 2004, Lai IC et al., 2005; Kang SG et al., 2008). Unicamente se ha
realizado un estudio con EPS agudos en donde no se ha detectado ninglin tipo de asociacion

con dicho polimorfismo (Inada T et al., 2003).

54



3. INTRODUCCION

3.12 MAO (MONOAMINO OXIDASA)

La Monoamino Oxidasa es una enzima mitocondrial que se encuentra presente tanto
en células neuronales y no neuronales del cerebro, como en los 6rganos periféricos. Participa
en la oxidacion de aminas entre las que se encuentran la serotonina, noradrenalina y
dopamina. En humanos existen dos isoformas: MAO-A, que cataliza preferentemente la
desaminacion oxidativa de la serotonina y noradrenalina; y MAO-B, que desamina
preferentemente la feniletilamina y la benzilamina. Ambas participan en la degradacion de la
dopamina con una pequefia predominancia de actividad de la MAO-B. Encontramos
proporciones diferentes de cada isoforma en funcion del érgano y de la especie. La MAO-B
predomina en cerebro humano mientras que la MAO-A lo hace en el de rata. Dichas
isoformas también se encuentran compartimentadas en los diferentes tipos celulares del
cerebro con una predominancia de la MAO-A en la glia y neuronas catecolaminérgicas, y de
la MAO-B en neuronas serotonérgicas asi como también en las células gliales. Ambas tienen
una elevada actividad en tdlamo, siendo superior la actividad de la MAO-A en areas corticales
y de MAO-B en subcorticales (Fowler JS et al., 2005).

Las dos isoformas estdn codificadas por dos genes diferentes que se encuentran en
posicion contigua y orientaciones opuestas en el cromosoma X (Xpl11.23-11.4). Tienen la
misma organizaciéon exon-intrén, con 15 exones cada uno, lo que refleja la existencia de un
gen ancestral comun, que probablemente sufrié en el pasado una duplicacién invertida. La
MAO-A est4d formada por 529 aminodcidos y la B por 520. Ambas comparten un 70% de
similitud en sus secuencias aminoacidicas. Los promotores de ambos genes comparten
elementos reguladores comunes, como los de respuesta a androgenos (aunque éstos tienen un
efecto mas pronunciado sobre el promotor de la MAO-A), pero también tienen mecanismos
especificos (s6lo la MAO-B tiene elementos de respuesta a estrogenos). Las diferencias en la
estructura de sus promotores sugieren que estas enzimas tienen diferentes papeles fisiologicos
(Shih JC, 2007).

Varios polimorfismos se han asociado con variaciones en la expresion génica o en la
actividad enzimatica de la MAO-A. El polimorfismo 941T/G (rs6323), situado en el exdn 8§,
se ha asociado con una baja (941T) y alta (941G) actividad enzimdtica de la MAO-A
(Hotamisligil GS and Breakefield XO, 1991). Otro polimorfismo, el 30-bp VNTR, situado en
la zona promotora del gen, se ha asociado con diferentes niveles de transcripcion. Este

polimorfismo tiene varios alelos en funcion del nimero de repeticiones que contenga de un
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fragmento de 30 pares de bases. Los dos alelos mas comunes son el de 3 y 4 repeticiones, los
cuales se han asociado con bajos y altos niveles de transcripcion, respectivamente. Los alelos
de 3.5 y 5 repeticiones, menos comunes, también se han asociado a una mayor y menor
transcripcion del gen, respectivamente (Sabol SZ et al., 1998). Otro estudio mostro asociacion
del alelo de 3 repeticiones con una baja expresion de MAO-A respecto al resto de alelos
(Deckert J et al., 1999).

En el gen MAO-B también se han descrito varios polimorfismos, el mas comun (A/G
intrén 13 o A644G o rs1799836) corresponde a un cambio de una G por una A localizado a
36 pares de bases upstream del limite intron 13- exon 14 (Kurth JH et al., 1993; Ho SL et al.,
1995). Aunque esta substitucion no produce ningiin cambio en la secuencia de la proteina, se
ha asociado a variaciones en la actividad enzimatica. In vitro, el alelo G se ha asociado con
una elevada actividad (Costa-Mallen P et al., 2005). In vivo, se han encontrado resultados
contradictorios en plaquetas: mientras que hay autores que no encuentran asociacion,
Garpenstrand y col. observaron una mayor actividad de la MAO-B en portadores del alelo G
(Garpenstrand H et al., 2000). Sin embargo, en cerebro humano, el alelo G se ha asociado a
una menor actividad de la enzima (Balciuniene J et al., 2002). Esta oposicion se podria
explicar gracias a los resultados de un tercer estudio que demuestran que no existe correlacion
entre la actividad de la MAO-B en plaquetas y en cerebro de los mismos individuos.
Evidentemente, un control independiente de la actividad de MAO-B especifico de cada tejido

explicaria mejor los resultados obtenidos (Costa-Mallen P et al., 2005).

3.12.1 POLIMORFISMOS DE LA MAO Y RIESGO DE ESQUIZOFRENIA

Los resultados obtenidos en estudios de desequilibrio de ligamiento, con gemelos y
con multiples familias, demuestran la implicaciéon en la esquizofrenia de la region del
cromosoma X donde se localizan los genes MAO-A y MAO-B (Hovatta I et al., 1999;
Williams NM et al., 1999). Por lo tanto, ambos genes se consideran candidatos del riesgo de
esquizofrenia, no solo posicionales, sino también funcionales por su papel en el metabolismo
de la dopamina.

Polimorfismos en estos genes se han intentado asociar a trastornos mentales como el
trastorno bipolar (Miiller DJ et al., 2007, Huang SY et al., 2008), el trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad (Domschke K et al., 2005; Xu X et al., 2007) o la depresion
(Syagailo YV et al., 2001). En cuanto a la esquizofrenia, se han llevado a cabo maultiples
estudios de asociacién y a pesar de que muchos no han conseguido demostrar que estos

polimorfismos participen en el riesgo de desarrollar la enfermedad (Coron B et al., 1996,
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Syagailo YV et al., 2001, Norton N et al., 2002; Fan JB et al., 2004), en ocasiones si se ha
podido mostrar asociacion (Jonsson EG et al., 2003). No obstante, hay que resaltar que un
reciente meta-andalisis no ha encontrado asociacidn entre los polimorfismos de la MAO-A y el

riesgo de esquizofrenia (Li D and He L, 2008).

3.12.2 POLIMORFISMOS DE LA MAO Y RIESGO DE EPS

La actividad de las dos isoformas determina, en parte, la disponibilidad de dopamina
en el estriado y puede estar asociada al riesgo de padecer efectos extrapiramidales. Hasta el
momento se ha realizado un estudio de asociacion, con resultados negativos, de los
polimorfismos 30bp-VNTR de la MAO-A y A/G del intrén 13 de la MAO-B con el riesgo de
padecer discinesia tardia en poblacion esquizofrénica (Matsumoto C et al., 2004). No se ha

descrito ningun estudio de asociacion con efectos extrapiramidales a corto plazo.

3.13 DAT (TRANSPORTADOR DE DOPAMINA)

El transportador de la dopamina o DAT pertenece a la familia de transportadores sodio-
cloro dependiente con 12 dominios transmembrana. Se localiza en la membrana presindptica de
las terminaciones nerviosas del sistema nervioso central, principalmente de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra y del area tegmental ventral (Bannon MJ et al., 2001).
Este transportador regula la duracion de la actividad dopaminérgica extracelular mediante la
recaptacion de dopamina al interior de la neurona, donde serd nuevamente almacenada en las
vesiculas (Tunbridge EM et al., 2006). El gen DAT, también denominado SLC6A43 (Solute
Carrier Family 6, Member 3) y DATI esta localizado en el cromosoma 5pl15.3, se extiende
aproximadamente unas 60kb y consta de 15 exones separados por 14 intrones (Vandenbergh
DJ et al., 1992). La proteina que codifica esta formada por 620 aminoacidos y se expresa en la
membrana plasmatica de las neuronas dopaminérgicas presinapticas. El papel de este
transportador en el mantenimiento de los niveles dopaminérgicos ha animado a muchos
investigadores a estudiar la posible implicacion de este gen en diferentes trastornos
neuropsiquiatricos.

El 40bp-VNTR (Variable Number Tandem Repeat) es uno de los polimorfismos del
DAT mas estudiados. Est4 localizado en la regién no codificante 3’ del gen, junto a la cola
poliA. Este polimorfismo presenta varios alelos en funcidén del nimero de repeticiones que

tenga de un fragmento de 40 pares de bases. Las repeticiones pueden ir de 3 a 11, siendo las de
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9 y 10 repeticiones las mas frecuentes (Vandenbergh DJ et al., 1992). Este polimorfismo, a
pesar de no afectar a la estructura ni a la funcién de la proteina resultante, se ha postulado que
podria regular la expresion génica mediante el control de la estabilidad, la localizacion
subcelular y la eficacia de traduccidon del mARN (Greenwood TA and Kelsoe JR, 2003). Se han
realizado multiples estudios que han tratado de relacionar este polimorfismo con el fenotipo
transportador, aunque los resultados no son concluyentes. Hay estudios en los que un
incremento en la expresion del mARN de DAT esta asociado al alelo de 10 repeticiones (Fuke S
et al., 2001; Brookes KJ et al, 2007), y en otros el incremento estd asociado al de 9
repeticiones (Miller GM and Madras BK, 2002; Fuke S et al., 2005). Un estudio reciente
encontro una disminucion de la expresion asociada al genotipo homocigoto para el alelo de 10
repeticiones en la poblacion control, mientras que en la poblacién esquizofrénica el mismo
genotipo se asocid a un aumento de la expresion (Wonodi et al., 2008).

Se ha descrito otro polimorfismo, el -67A/T o rs2975226, que se encuentra situado en la
region promotora del gen y que consiste en un cambio de una adenina por una timina (Rubie C
et al., 2001). Este polimorfismo parece mostrar una expresion diferencial del gen, donde el
alelo T duplica la expresion de DAT en comparacion con el alelo A (Greenwood TA and Kelsoe
JR, 2003). Ademas, el hecho de que esté localizado en una region altamente conservada hace

que sea un polimorfismo con un interés especial (Khodayari N et al., 2004).

3.13.1 POLIMORFISMOS DEL DAT Y RIESGO DE ESQUIZOFRENIA

En base a la teoria dopaminérgica de la esquizofrenia, el papel del transportador de la
dopamina ha sido y sigue siendo un objetivo de estudio. Recientemente, diferentes
polimorfismos del gen se han asociado al riesgo de esquizofrenia (Talkowski ME et al., 2008).
Tanto el polimorfismo 40bp-VNTR como el -67A/T han sido estudiados como posibles
factores de riesgo de diferentes trastornos mentales como el trastorno bipolar (Keikhaee MR et
al., 2005; Ohadi M et al., 2006) o el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (Cook
EH et al, 1995; Ettinger U et al., 2006). Se han llevado a cabo multiples estudios de
asociacion entre el polimorfismo 40bp-VNTR vy el riesgo de esquizofrenia, dando lugar a
resultados contradictorios. Sin embargo, un meta-analisis que incluia seis de estos estudios no
mostrd ningin tipo de asociacion (Gamma F et al., 2005). El papel en el riesgo de
esquizofrenia del polimorfismo situado en la region promotora del DAT (-67A/T) también ha
sido estudiado en diferentes poblaciones (Khodayari N et al., 2004, Stober G et al., 2006) y

parece que podria actuar como un factor de riesgo de la enfermedad.
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3.13.2 POLIMORFISMOS DEL DAT Y RIESGO DE EPS

El DAT también se ha considerado un gen candidato para el riesgo de aparicion de
extrapiramidalismo por su participacién en el control de la actividad dopaminérgica del sistema
nigroestriado, ya que se localiza principalmente en las terminaciones nerviosas presinapticas de
la sustancia nigra. A pesar de que no se ha conseguido asociar el polimorfismo 40bp-VNTR
con el riesgo de discinesia tardia (Segman RH et al., 2003; Srivastava V et al., 2006), un
estudio reciente ha mostrado asociacion entre este polimorfismo y el riesgo de EPS (Giizey C et
al., 2007). En cuanto al polimorfismo -67A/T, por el momento no existen datos sobre su papel

en el riesgo de aparicion de esta sintomatologia secundaria.
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4.1 HIPOTESIS

4.1.1 RIESGO DE ESQUIZOFRENIA

La teoria mas aceptada de la esquizofrenia, en la cual nos hemos basamos para el
desarrollo de esta tesis, es la de la hiperactividad dopaminérgica. Segin esta teoria los
pacientes esquizofrénicos tendrian una mayor densidad de receptores dopaminérgicos, una
mayor afinidad de estos receptores por la dopamina o simplemente una mayor disponibilidad
de dopamina en la sinapsis que la poblacion general. Nuestro grupo ha estudiado la
implicacion de diferentes factores genéticos en el riesgo de esta enfermedad (Crescenti A et
al., 2008a, Lafuente A et al., 2008) y en esta tesis nos hemos centrado en el estudio de
polimorfismos genéticos que determinan una mayor o menor disponibilidad de dopamina en
la sinapsis, la cual depende de la actividad de enzimas como la COMT, la MAO-A y MAO-B
y del transportador DAT.

Segun nuestra hipdtesis, el grupo de pacientes esquizofrénicos mostrara un exceso de
los genotipos de los polimorfismos de la COMT (-278A/G), MAO-A (30bp-VNTR y 941T/G)
y de la MAO-B (A/G intron 13) que determinen una menor actividad enzimatica y por lo
tanto una menor degradacion de dopamina, asi como un exceso de los genotipos de los
polimorfismos del DAT (40bp-VNTR y -67A/T) que determinen un menor transporte del

neurotransmisor (Figura 8).

MAO
(30bp-VNTE; 941 T/G)

o DAT
o A0p-VNTER: -67A/T)
‘. °
COMT
2T AG)

Figura 8. Sinapsis dopaminérgica: variables a considerar en el riesgo de esquizofrenia y

de aparicion de EPS que se han estudiado en esta tesis doctoral.
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4.1.2 RIESGO DE DESARROLLAR EPS

Pacientes tratados con farmacos antipsicoticos tienen un riesgo asociado de desarrollar
sintomas extrapiramidales como efecto secundario a esta medicacion. El riesgo de aparicion
de EPS depende, en gran parte, de la competencia entre dopamina y farmaco AP por la unién
al receptor de dopamina, por lo que existen tres variables importantes a tener en cuenta:

— Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas del farmaco AP.
— Densidad de receptores dopaminérgicos y sus afinidades por los diferentes ligandos.
— Disponibilidad de dopamina.

A lo largo de los ultimos afios, nuestro grupo ha estudiado diferentes factores
genéticos implicados tanto en el metabolismo de los APs (Crescenti A, 2008b), asi como
también en la densidad/afinidad de receptores dopaminérgicos y disponibilidad de dopamina
(Lafuente A, 2007). En esta tesis doctoral, nos hemos centrado en el estudio polimorfismos
genéticos que pueden afectar la disponibilidad de dopamina (Figura 8). Una menor
concentracion de este neurotransmisor a nivel del estriado seria un factor de riesgo para el
desarrollo de EPS ya que el farmaco AP, al tener una menor competencia con la dopamina,
produciria un mayor bloqueo de los receptores dopaminérgicos aumentando asi la
probabilidad de aparicion de esta sintomatologia secundaria. Segin nuestra hipotesis, el grupo
de pacientes tratados con AP que presentan EPS mostrard un exceso de los genotipos de los
polimorfismos de la COMT (-278A/G), MAO-A (30bp-VNTR y 941T/G) y MAO-B (A/G
intron 13) que determinen una mayor actividad enzimatica y por lo tanto una mayor
degradacion de la dopamina, asi como un exceso de los genotipos de los polimorfismos del
DAT (40bp-VNTR y -67A/T) que determinen un mayor transporte del neurotransmisor del

espacio intersindptico al interior de la neurona.

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 OBJETIVOS PRINCIPALES
a) Estudiar la posible asociacion de los polimorfismos de la COMT (-278A/G), MAO-A
(30bp-VNTR y 941 T/G), MAO-B (A/G intrén 13) y DAT (40bp-VNTR y -67A/T), y

de sus correspondientes haplotipos, con el riesgo de esquizofrenia.
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b) Estudiar la posible asociaciéon de los polimorfismos de la COMT (-278A/G), MAO-A
(30bp-VNTR y 941T/G), MAO-B (A/G intrén 13) y DAT (40bp-VNTR y -67A/T), y
de sus correspondientes haplotipos, con el riesgo de aparicion de EPS en pacientes

tratados con APs.

4.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS
a) Estudio descriptivo de la prevalencia de los polimorfismos propuestos en nuestra
poblacion de referencia.
b) Disefio y puesta a punto de un método de genotipado multiplex para analizar los

polimorfismos VNTR de la MAO-A y del DAT.
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5.1 DISENO DEL ESTUDIO

Con el objetivo de estudiar la posible asociacion de los distintos polimorfismos
genéticos seleccionados con el riesgo de esquizofrenia y de aparicion de efectos
extrapiramidales en pacientes tratados con antipsicdticos, se llevéd a cabo el reclutamiento de
500 pacientes con trastornos psicdticos a partir de los cuales se disefiaron los dos estudios.

Por un lado, mediante el diagndstico de los pacientes, se disefid un estudio caso-
control de base hospitalaria para estudiar el riesgo de esquizofrenia. Para ello utilizamos un
grupo de controles utilizado anteriormente en otros estudios genéticos (Lafuente MJ, 2000),
incluyendo estudios de riesgo de esta enfermedad mental (Lafuente A, 2008).

Por otro lado, se disefid un estudio de cohortes observacional prospectivo con
pacientes que recibian tratamiento antipsicdtico (AP) y desarrollaban (casos) o no (controles)
sintomas extrapiramidales.

La poblacidén control, utilizada en el estudio de riesgo de esquizofrenia, sirvid también
para llevar a cabo el estudio descriptivo de las prevalencias genotipicas de los diferentes
polimorfismos.

Al tener dos polimorfismos VNTR que genotipar, nos planteamos poner a punto un
método de genotipado multiplex que nos facilitara el proceso de genotipado. El método fue

validado mediante otras técnicas alternativas anteriormente descritas.

5.2 SUJETOS

5.2.1 RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

500 pacientes fueron reclutados en el Servicio de Psiquiatria del Hospital Clinico de
Barcelona durante el periodo comprendido entre los afios 2002-2004. En la figura 9 se pueden
observar los sujetos que participaron en cada uno de los estudios realizados. De todos ellos se

recogieron datos sociodemograficos, de habitos toxicos y del tratamiento recibido.
e  Estudio de riesgo de esquizofrenia

Utilizando el criterio DSM-IV (4PA, 2000) se llevo a cabo el diagnostico de los pacientes.

243 individuos que padecian esquizofrenia (n=160) y trastornos relacionados (n=83), y 291
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controles de nuestra poblacién general de referencia participaron en el estudio de riesgo de

esquizofrenia.

ESTUDIO RIESGO ESQUIZOFRENIA

291 controles poblacionales

243 pacientes con esquizofrenia (160)
¥ con trastornos relacionados (83)

500 pacientes con
trastornos psicéticos

197 pacientes esquizofrénicos (133)
¥ con trastornos relacionados (64)

321 watados

42 Bipolares DSM-TV R
con antipsicoticos.

31 con otros trastornos psicoticos

Simpson Angus

7N

189 controles 81 casos
(Pacientes sin EPS) (Pacientes con EPS)

ESTUDIO RIESGO EPS

Figura 9. Esquema que muestra el reclutamiento realizado y los sujetos que
participaron en cada estudio.

e  Estudio de riesgo de aparicion de EPS

Se reclutaron 321 pacientes tratados con APs. El periodo minimo de tratamiento fue de 15
dias. Mediante la escala Simpson-Angus (Simpson GM and Angus JW, 1970) se evalud la
aparicion de EPS y permitid incluir en el estudio a 270 sujetos: 189 controles, pacientes que
no presentaron EPS (Simpson-Angus < 3) durante el periodo de tratamiento, y 81 casos,
pacientes que presentaron EPS (Simpson-Angus > 3) durante el mismo periodo. Mediante los
criterios DSM-IV (4PA, 2000) se realiz6 el diagndstico de 197 pacientes esquizofrénicos
(n=133) o con trastornos relacionados (21 pacientes con trastorno esquizoafectivo, 29 con
trastorno psicético agudo, 10 con trastorno de ideas delirantes y 4 con trastorno

esquizotipico), 42 bipolares y 31 pacientes con otros diagnosticos (que incluian trastorno de la
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personalidad, depresion psicotica, trastorno del comportamiento, trastorno obsesivo-
compulsivo y deterioro cognitivo leve).
Con el objetivo de homogeneizar nuestra poblacién excluimos a los pacientes que recibian

tratamiento anticolinérgico, antidepresivos o estabilizadores del estado de animo.

e  Estudio descriptivo

Nuestra poblacion general de referencia consta de 291 individuos que fueron reclutados en el
Servicio de Traumatologia del Hospital Clinico de Barcelona durante los afios 1996-1997.
Estos sujetos fueron ingresados para recibir tratamiento de protesis de cadera, fracturas
pélvicas y de extremidades. De todos ellos se recogieron datos sociodemograficos, descritos
con anterioridad en estudios genéticos de riesgo de cancer colorrectal (Lafuente MJ, 2000), de
habitos toxicos y otros antecedentes patoldgicos. Ninguno de ellos presentaba esquizofrenia ni

ninguna otra enfermedad mental.

e Meétodo de genotipado multiplex de los polimorfismos VNTR de la MAO-A y del DAT
Para validar la técnica de genotipado multiplex, se seleccionaron aleatoriamentel 00 muestras
de nuestra poblacion general de referencia y se genotiparon utilizando métodos de genotipado

anteriormente descritos (Deckert J et al., 1999; Lafuente A, 2007).

5.2.2 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Previa a la obtencidn de una muestra de sangre, se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de cada uno de los participantes del estudio. El estudio fue aprobado
por el Comité Etico del Hospital Clinico, de acuerdo con las siguientes consideraciones éticas:

El grupo de investigacion se comprometio a respetar los principios de la Declaracion de
Helsinki, debiendo desarrollar el estudio de acuerdo con el protocolo y con procedimientos
normalizados de trabajo que aseguren el cumplimiento de la normas de Buena Prdactica Clinica
(GCP), tal como se describe en las Normas Tripartitas Harmonizadas de la ICH para Buena Prdctica
Clinica 1996. El protocolo, el formulario de consentimiento informado propuesto, fueron revisados
por un Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) / Comité de Etica Independiente (CEI).
Cualquier modificacion del protocolo, que no fueran cambios administrativos, has sido presentada
siempre como una enmienda al protocolo con la debida aprobacion de dicho comité. La
confidencialidad de los datos de cada paciente ha sido respetada en todo momento. Los datos
originales han sido conservados en el centro de salud y solo han tenido acceso los investigadores del
estudio y la/s persona/s encargada/s de su monitorizacion, o en caso de inspeccion por parte de la

Autoridades Sanitarias Espariolas.
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5.2.3 CORRECCIONES PARA HOMOGENEIZAR EL TRATAMIENTO

En el estudio de riesgo de EPS inducidos por el tratamiento AP, el tipo de
antipsicotico que recibian los pacientes no fue un criterio de exclusion. Con el objetivo de
minimizar la variabilidad del tipo de farmaco utilizado se crearon dos nuevas variables: la
dosis diaria equivalente de clorpromazina (CEDD) y la capacidad de induccion de EPS, que
permitieron homogeneizar el tratamiento recibido por los pacientes, facilitando asi la

comparacion de datos en el analisis estadistico.

a) Dosis diaria equivalente de clorpromazina (CEDD)

La CEDD para cada AP (Woods SW, 2003) se calculd considerando la dosis minima
diaria efectiva de cada AP. Segun este criterio se ha establecido que las dosis equivalentes a
100 mg/dia de clorpromazina son 2 mg/dia de haloperidol, 2 mg/dia de risperidona, 5 mg/dia
de olanzapina, 75 mg/dia de quetiapina y 60 mg/dia de ziprasidona. No fue posible realizar la
conversion para los farmacos amilsulpride (n=4) y LAIR (Long Acting Injectable
Risperidone) (n=2) debido a que no existen tablas de conversion disponibles en la actualidad.
En los casos que recibian dos APs conjuntamente (8 casos y 29 controles) se sumaron sus
CEDD. Posteriormente se realizo una categorizacion de la CEDD en tres grupos: dosis baja <
200 mg, media 201-399 mg y alta > 400mg. En esta nueva variable se pudo afiadir los casos
de amilsulpride a la categoria correspondiente (baja < 25mg, media 25-49 mg y alta > 50mg),

asi como los casos de LAIR (baja <400mg, media 401-599 mg y alta > 600mg).

b) Capacidad de induccion de EPS

A parte del célculo de la CEDD también se ha tenido en cuenta el hecho de que los
APs no presentan la misma afinidad para los receptores D, y, por tanto, no tienen la misma
capacidad de producir EPS. Por esta razon se categorizo cada AP en tres categorias en funcién
de su capacidad alta, media o baja de induccidon de EPS (Baldesarini RJ and Tarazi FI, 2006;
Gardner DM et al., 2005, Florez J, 2008). En los casos que recibian dos APs conjuntamente

se considerd el AP de mayor potencia.
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5.3 METODOS ANALITICOS

De cada una de las muestras de sangre de los participantes de los diferentes estudios se
realizé el aislamiento y la cuantificacion de una muestra de ADN a partir de la cual se
analizaron los siguientes polimorfismos genéticos:

e  Gen COMT: polimorfismo -278A/G

e Gen MAO-A: polimorfismos 30bp-VNTR y 941T/G
e  Gen MAO-B: polimorfismo A/G intron 13

e Gen DAT : polimorfismos 40bp-VNTR y -67A/T

5.3.1 AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE ADN

El aislamiento de ADN se llevd a cabo a partir de 300ul de sangre entera mediante
técnicas estandares (Genome DNA isolation Kit, Puregene, Gentra Systems, Minneapolis,
MN, USA). La concentracién de ADN se midio por fluorimetria (Hoescht 33258, Hoefer

Scientific, San Francisco, CA).

5.3.2 METODOLOGIA DEL GENOTIPADO DE LOS POLIMORFISMOS

a) Polimorfismo COMT -278A/G

Para la deteccidon de este polimorfismo se utilizo la técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction) — RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

A partir de la pareja de oligonucledtidos 5°-TAG TAA CAG ACT GGG CAC GAA-3’
y 5’-GTT CAA AGG GCA TTT ATC ATG-3’ (Norton N et al., 2002) y mediante la técnica
de PCR se amplifico una secuencia genomica de 353 pares de bases que incluia el
polimorfismo en cuestion. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 30ul que
contenia 24ng de ADN, 0.2mM de cada nucleétido (GeneCraft, Liidinghausen, Germany),
l.4pmol de cada oligonucledtido, 1.5mM de MgCl, y 1 unidad de Taq polimerasa
(Supratherm, GeneCraft, Liildinghausen, Germany) con su correspondiente tampodn al 1%.

Tras una desnaturalizacidon inicial a 94°C durante 3 minutos, el ADN fue amplificado
mediante 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C y 30 segundos a 72°C, seguido

de un paso final de extension de 5 minutos a 72°C. Para visualizar los fragmentos

73



5. MATERIAL Y METODOS

amplificados, se llevo a cabo una electroforesis de los productos de PCR a 200V durante 45
minutos en un gel de agarosa al 2% que contenia 0.65ug/ml de bromuro de etidio.

En un volumen final de 15ul, 7ul del producto de PCR fueron digeridos con 1 unidad
del enzima de restriccion HindIIl (New England Biolabs, Ipswich, MA) y su correspondiente
tampodn al 1%, a 37°C overnight. Los productos de la digestion fueron visualizados mediante
una electroforesis a 200V durante 45 minutos en un gel de agarosa al 2% que contenia

0.65ug/ml de bromuro de etidio.

Se identificaron tres posibles genotipos (Figura 10):

e Homocigoto AA, que muestra un fragmento de 353 pb que corresponde al producto de
PCR sin digerir.

e Heterocigoto AG, que tras la digestion presenta tres fragmentos de 353, 278 y 75 pb.

e  Homocigoto GG, que como resultado de la digestion muestra dos fragmentos de 278 y 75

pb.

Homocigoto GG Homocigoto AA  Heterocigoio AG

Figura 10. Patron de bandas obtenido en el genotipado del polimorfismo -278A/G de la
COMT (la banda de 75 pb no presenta intensidad suficiente para ser
detectada).

b) Polimorfismo COMT Vall58Met
El genotipado de este polimorfismo ha formado parte experimental de otra tesis
doctoral (Crescenti A, 2007). Unicamente se han utilizado los resultados para el analisis de los

haplotipos formados por este polimorfismo y el -278A/G.
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¢) Polimorfismo MAO-A 30bp-VNTR

Para la deteccion de este polimorfismo se utilizé la técnica de PCR. Esta técnica se
utiliz6 para el genotipado de 100 muestras, de la poblacion general de referencia, que
sirvieron como muestras controles para la puesta a punto del método de genotipado multiplex
con el que se genotiparon el resto de muestras.

La amplificacion de fragmentos de diferentes tamafios permitié la identificacion de los

diferentes genotipos. La regiéon que contiene el polimorfismo fue amplificada utilizando los
oligonucledtidos 5'-CCC AGC GTG CTC CAG AAA C-3'y 5'- GGA CCT GGG CAG TTG
TGC-3" (Deckert J et al., 1999). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de
25ul a partir de 250ng de ADN, 0.2mM de cada nucledtido (GeneCraft, Liidinghausen,
Germany), 0.2uM de cada oligonucleétido, 1.5mM de MgCl,, 5% de DMSO y 1 unidad de
Taq polimerasa (Supratherm, GeneCraft, Liidinghausen, Germany) con su correspondiente
tampon al 1%.
Tras una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, el ADN fue amplificado
mediante 36 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 57°C y 1 minuto a 72°C, seguido de
una extension final de 10 minutos a 72°C. Los productos de PCR se sometieron a una
electroforesis a 115V durante 2 horas y media en un gel de agarosa al 4.5% que contenia
0.65pug/ml de bromuro de etidio.

El tamafio de los diferentes fragmentos dependia del numero de repeticiones que tenia
el alelo correspondiente: 209 pb (3 repeticiones), 227 pb (3.5 repeticiones), 239 pb (4
repeticiones) y 269 pb (5 repeticiones).

Se identificaron los siguientes genotipos (Figura 11):

e Homocigoto / Hemicigoto de 3 repeticiones: presentaba un unico fragmento de 209 pb.

e Homocigoto / Hemicigoto de 3.5 repeticiones: presentaba un tnico fragmento de 227 pb.

e  Homocigoto / Hemicigoto de 4 repeticiones: presentaba un tnico fragmento de 239 pb.

e  Homocigoto / Hemicigoto de 5 repeticiones: presentaba un tnico fragmento de 269 pb.

e Heterocigoto de 3 y 3.5 repeticiones (Unicamente en mujeres): con dos fragmentos de
209 y 227 pb.

e Heterocigoto de 3 y 4 repeticiones (unicamente en mujeres): con dos fragmentos de 209
y 239 pb.

e Heterocigoto de 3 y 5 repeticiones (unicamente en mujeres): con dos fragmentos de 209

y 269 pb.

75



5. MATERIAL Y METODOS

e Heterocigoto de 3.5 y 4 repeticiones (unicamente en mujeres): con dos fragmentos de

227y 239 pb.

e Heterocigoto de 4 y 5 repeticiones (unicamente en mujeres): con dos fragmentos de 239

y 269 pb.

Figura 11. Patron de bandas obtenido en el genotipado del polimorfismo 30bp-VNTR
de la MAO-A.

d) Polimorfismo MAO-A 941T/G

Para la deteccidn de este polimorfismo se utilizd la técnica PCR — RFLP. A partir de la

pareja de oligonucledtidos 5’-GAC CTT GAC TGC CAA GAT-3’y 5’-CTT CTT CTT CCA
GAA GGC C-3° (Norton N et al., 2002) y mediante la técnica de PCR se amplifico una
secuencia genomica de 130 pb que incluia el polimorfismo. La reaccién se llevéd a cabo en un
volumen final de 25ul que contenia 200ng de ADN, 0.2mM de cada nucleétido (GeneCraft,
Lidinghausen, Germany), 0.3uM de cada oligonucledtido, 1.5mM de MgCl, y 1 unidad de
Taq polimerasa (Supratherm, GeneCraft, Liidinghausen, Germany) con su correspondiente
tampon al 1%.
Tras una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 3 minutos, el ADN fue amplificado
mediante 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C, seguido
de un paso final de extension de 5 minutos a 72°C. Para visualizar los fragmentos
amplificados, se llevd a cabo una electroforesis de los productos de PCR a 200V durante 30
minutos en un gel de agarosa al 2% que contenia 0.65pg/ml de bromuro de etidio.

En un volumen final de 15ul, 7ul del producto de PCR fueron digeridos con 1 unidad
del enzima de restriccion Frnu4HI (New England Biolabs, Ipswich, MA), y su correspondiente
tampodn al 1%, a 37°C overnight. Los productos de la digestion fueron visualizados mediante
una electroforesis a 200V durante 45 minutos en un gel de agarosa al 2% que contenia

0.65ug/ml de bromuro de etidio.
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Se identificaron tres posibles genotipos (Figura 12):

e Homocigoto TT, que muestra un fragmento de 130 pb que corresponde al producto de
PCR sin digerir.

e  Heterocigoto TG (tinicamente en mujeres), que tras la digestion presenta dos fragmentos
de 130 y 65 pb.

e  Homocigoto GG, que como resultado de la digestiéon muestra un Unico fragmentos de 65

pb.

— —

—» 65bp

v

Homocigote GG

Figura 12. Patron de bandas obtenido en el genotipado del polimorfismo 941T/G de la
MAO-A.

e) Polimorfismo MAO-B A/G intron 13

Para la deteccion de este polimorfismo se utilizo la técnica ASO (Allele Specific
Oligonucleotide) - PCR. Para ello, se llevo a cabo dos reacciones de PCR para cada una de las
muestras. En cada reaccion se utilizaron oligonucleotidos especificos para cada alelo, lo que
permitia la amplificacion de un fragmento de 663 pb tUnicamente cuando el alelo estaba
presente en la muestra. Los oligonucledtidos especificos utilizados para la amplificacién del
alelo A y G fueron 5’-CAC TGG CAA ATA GCA AAA GT-3’ y 5°-CAC TGG CAA ATA
GCA AAA GC-3’ (Ho SL et al., 1995), respectivamente. El oligonucleétido comun utilizado
en ambas reacciones fue 5'-GGA TTT ACT TTG CAG GCA CC-3’(Kurth JH et al., 1993).
La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25ul a partir de 200 ng de ADN,
0.2mM de cada nucledtido (GeneCraft, Liidinghausen, Germany), 0.6uM de cada
oligonucleétido, 2mM de MgCl,, 5% de DMSO y 1 unidad de Taq polimerasa (Supratherm,
GeneCraft, Liidinghausen, Germany) con su correspondiente tampdn al 1%.

Tras una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos, el ADN fue amplificado
mediante 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C y 40 segundos a 72°C, seguido

de una extension final de 5 minutos a 72°C. Los productos de PCR se sometieron a una
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electroforesis a 180V durante 45 minutos en un gel de agarosa al 1.5% que contenia

0.65ug/ml de bromuro de etidio.

Se identificaron tres posibles genotipos (Figura 13):

e Homocigoto AA: el fragmento de 663 pb se amplificaba en la reaccion de PCR que
contenia el oligonucleotido especifico del alelo A.

e Heterocigoto AG (Gnicamente en mujeres): el fragmento de 663 pb se amplificaba en
ambas reacciones de PCR.

e Homocigoto GG: el fragmento de 663 pb se amplificaba en la reaccion de PCR que

contenia el oligonucledtido especifico del alelo G.

—
Musstra 1 Muestra2  Muestra 3 Musstra4d  Mucstra 5 Muestrat  Moestra 7 Musstra 8

P ai
[re——

(=) 563 pb

Homocigeto Heterccigoto  Hemicigoto Heterocight  [lemicigoto  Ilomocigote Ilemicigoto  lemicigeto

A/ AG A AG

O 9 et et LY e e

Figura 13. Patron de bandas obtenido en el genotipado del polimorfismo A/G intron 13
de la MAO-B.

f) Polimorfismo DAT 40bp-VNTR

Como parte de otra tesis doctoral (Aparici M, 2006), se llevo a cabo la puesta a punto
de un método de genotipado mediante PCR para la deteccion de este polimorfismo, asi como
el genotipado de 84 muestras de nuestra poblacion general de referencia. Mediante este
mismo método se genotiparon 16 muestras mas, teniendo asi un total de 100 muestras que
sirvieron como controles para la puesta a punto del método de genotipado multiplex, con el
que se analizaron el resto de muestras.

El tamafio de los diferentes fragmentos dependia del niimero de repeticiones del
fragmento de 40 pb que tenia el alelo correspondiente. En nuestra poblacién se identificaron 5
alelos: 200 pb (3 repeticiones), 320 pb (6 repeticiones), 400 pb (8 repeticiones), 440 pb (9
repeticiones), 480 pb (10 repeticiones) y 520 pb (11 repeticiones).
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Se identificaron los siguientes genotipos (Figura 16):

e  Homocigoto de 9 repeticiones: presentaba un tnico fragmento de 440 pb.
e Homocigoto de 10 repeticiones: presentaba un tnico fragmento de 480 pb.
e Heterocigoto de 9 y 10 repeticiones: con dos fragmentos de 440 y 480 pb.
e Heterocigoto de 9 y 11 repeticiones: con dos fragmentos de 440 y 520 pb.
e Heterocigoto de 10 y 11 repeticiones: con dos fragmentos de 480 y 520 pb.
e Heterocigoto de 3 y 9 repeticiones: con dos fragmentos de 200 y 440 pb.

e Heterocigoto de 3 y 10 repeticiones: con dos fragmentos de 200 y 480 pb.
e Heterocigoto de 6 y 10 repeticiones: con dos fragmentos de 320 y 480 pb.
e Heterocigoto de 8 y 10 repeticiones: con dos fragmentos de 400 y 480 pb.

g) Polimorfismo DAT -67A/T

Para la deteccion de este polimorfismo se utilizo la técnica PCR — RFLP. A partir de la
pareja de oligonucledtidos 5°- CCA GCC ATC TGC GTC C -3’ y 5’- GAT GCC GAG AGC
GAC G -3’ (Rubie C et al., 2001) y mediante la técnica de PCR se amplific6 una secuencia
genomica de 264 pb que incluia el polimorfismo. La reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de 25ul que contenia 200ng de ADN, 0.2mM de cada nucledtido (GeneCraft,
Ludinghausen, Germany), 0.4uM de cada oligonucledtido, 1.5mM de MgCl, 5% de DMSO y
1 unidad de Taq polimerasa (Supratherm, GeneCraft, Ludinghausen, Germany) con su
correspondiente tampon al 1%.

Tras una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, el ADN fue amplificado
mediante 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 63°C y 30 segundos a 72°C, seguido
de un paso final de extension de 5 minutos a 72°C. Para visualizar los fragmentos
amplificados, se llevd a cabo una electroforesis de los productos de PCR a 200V durante 30
minutos en un gel de agarosa al 2.5% que contenia 0.65ug/ml de bromuro de etidio.

En un volumen final de 20ul, 10ul del producto de PCR fueron digeridos con 2 unidades del
enzima de restriccion Aspl (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany), y su
correspondiente tampon al 1%, a 37°C overnight. Los productos de la digestion fueron
visualizados mediante una electroforesis a 200V durante 45 minutos en un gel de agarosa al

2.5% que contenia 0.65ug/ml de bromuro de etidio.

Se identificaron tres posibles genotipos (Figura 14):

e  Homocigoto TT, que después de la digestion muestra tres fragmentos de 151, 81 y 31 pb.
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e  Heterocigoto TA, que tras la digestion presenta cuatro fragmentos de 151, 112, 81 y 31
pb.
e Homocigoto AA, que como resultado de la digestion muestra dos fragmentos de 115 y

112 pb.

— — 131 bp

—» 112bp

| | l e
Homoeigoto AA [leterecigoto TA Iomecigoto TT

Figura 14. Patron de bandas obtenido en el genotipado del polimorfismo -67A/T del
DAT.

h) Genotipado conjunto de los polimorfismos MAO-A 30bp-VNTR y DAT 40bp-VNTR

Dado que los procesos de andlisis de estos dos polimorfismos implicaban un gasto
importante de tiempo y que en ocasiones resultaba dificil discernir unos alelos de otros, nos
planteamos disefiar un método de PCR multiplex con electroforesis capilar que permitiera
optimizar el genotipado de las muestras. Mediante la PCR multiplex, en un mismo tubo de
reaccion, se pudo amplificar los diferentes alelos de cada uno de los polimorfismos.
Posteriormente, una electroforesis capilar permitio identificar los diferentes genotipos de una
manera automatizada, rapida y segura.

Las 100 muestras genotipadas por métodos validados, anteriormente comentados, nos
sirvieron de muestras control para validar este nuevo método de genotipado. La amplificacion
de fragmentos de diferentes tamafios permitié la identificacion de los diferentes genotipos.
Para la mejor identificacion de los fragmentos amplificados, se llevd a cabo la marcacion de
uno de los oligonucledtidos de cada pareja con dos fluordforos diferentes: 6-FAM (azul) y
VIC (verde). Los oligonucleotidos utilizados fueron: 6-FAM-5-CCC AGC GTG CTC CAG
AAA C-3', 5'- GGA CCT GGG CAG TTG TGC-3' (Deckert J et al., 1999), VIC-5’-TGT
GGT GTA GGG AAC GGC CTG AG-3’ y 5’-CTT CCT GGA GGT CAC GGC TCA AGG-
3’ (Vandenbergh DJ et al., 1992). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de
25ul a partir de 200ng de ADN, 0.2mM de cada nucledtido (GeneCraft, Liidinghausen,
Germany), 0.15uM de la pareja de oligonucleotidos que amplifican los fragmentos marcados

con 6-FAM, 0.3uM de la pareja de oligonucledtidos que amplifican los fragmentos marcados
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con VIC, 2mM de MgCl,, 5% de DMSO y 1.5 unidades de Taq polimerasa (Supratherm,
GeneCraft, Liidinghausen, Germany) con su correspondiente tampdn al 1%.

Tras una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, el ADN fue amplificado
mediante 35 ciclos de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 61°C y 1 minuto a 72°C, seguido de
una extension final de 7 minutos a 72°C. Los productos de PCR, diluidos diez veces con
formamida desionizada, se sometieron a electroforesis capilar en el analizador genético de
ADN ABI Prism® 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante y utilizando el polimero POP-7™ en capilares de 36 cm. Los
datos se recogieron con el Data Collection Software v3.0 con el modulo Fragment Analysis
36POP7 (Applied Biosystems) y se analizaron con el software GeneMapper v4.0 (Applied
Biosystems).

Los diferentes alelos se identificaron automdticamente en funcion del color y del
tamafio. Picos azules de tamafios comprendidos entre 209 y 269 pb correspondian al
polimorfismo MAO-A 30bp-VNTR (Figura 15) y picos verdes de tamafios comprendidos
entre 200 y 600 pb correspondian al polimorfismo DAT 40bp-VNTR (Figura 16).

Homocigolo/Hemmicigolbs 3 rep
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Figura 15. Patron de picos del polimorfismo 30bp-VNTR de la MAO-A obtenidos en la

electroforesis capilar de la PCR multiplex.
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Figura 16. Patron de picos del polimorfismo 40bp-VNTR del DAT obtenidos en la

electroforesis capilar de 1a PCR multiplex.

5.3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se disefi6 una base de datos que contempld todos los aspectos sociodemograficos,
clinicos y farmacoldgicos de los pacientes. A partir de esta base de datos se llevaron a cabo
los analisis estadisticos utilizando el programa de analisis estadistico SPSS (version 14.05).

Los tamafios muestrales se establecieron en base a las frecuencias genotipicas de
controles caucasicos de estudios previos. Se asumi6 un 5% de nivel de significancia, un 80%
de poder estadistico y un riesgo de EPS asociado al alelo estudiado de 2. Para las variables
continuas se calcularon las medias y las desviaciones estdndar. Un andlisis univariante (chi-
cuadrado para las variables categdricas y t-student para las variables continuas) fue utilizado
para identificar variables asociadas con el riesgo de padecer esquizofrenia y factores clinicos
relacionados con la aparicion de EPS. Los andlisis multivariantes (regresiones logisticas) se
utilizaron para estimar la contribucion independiente de cada variable identificada a través de
los analisis univariantes. Para los valores ajustados de odds ratio (OR) se calcularon los

intervalos de confianza asociados (IC del 95%) y los errores estandar. Para la correccion de
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las multiples comparaciones realizadas se utiliz6 la correccion de Bonferroni tanto en los
resultados del analisis de alelos como en el de genotipos.

El anélisis de equilibrio de Hardy-Weinberg y de las relaciones de desequilibrio de
ligamiento (LD) entre polimorfismos se realizé con el paquete “genetics” del software
estadistico R (version 2.4.0). Se utilizé el algoritmo EM (expectation-maximization) para
inferir los haplotipos, y los tests de homogeneidad de probabilidades para comparar su
distribucion mediante el software UNPHASED 3.07 (Dudbridge F, 2006). En el analisis de
los haplotipos utilizamos ciclos de 10000 permutaciones para la correccion de las multiples

comparaciones usando el programa Haploview 3.2.
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ORIGINALES

Polimorfismos genéticos en la catecol-O-
metiltransferasa y riesgo de esquizofrenia
en poblacion espanola

Sergi Mas®, Patricia Gassd®, Anna Crescenti?, Eduard Parellada®,
Miquel Bernardo®y Amalia Lafuente?

iDepartamenta de Anatomia Patoligica, Farmacologia y Microbiologla. Facultad de Medicina,
Universiclad de Barcelona. IDIBAPS, Barcelona.
b Servicio de Psiguiatria. Hospital Clinico Universitario oe Barcelona, Barcelona. Espafia.

FunpamenTa v caleTid: Uno de los genes susceptibles de ser considerado candidato para los es-
tudios de asociacién con esquizofrenia es, a priori, el de la catecol-O-metiltransferasa (COMT).
La variante genética mds estudiada (G158A o rs4680) es funcional. Ademds, se ha propuesto
que las variantes genéticas que afectan al P2 podrian producir cambios en los valores de COMT
en el cerebro. Recientemente, se ha relacionado una variante en este promotor (-27BA/G o
157 37866) con los trastornos psicétices. El objetivo de este trabajo es estudiar si polimorfis-
mos genéticos del gen COMT (G158A) y su promotor (-278A/G) influyen en la susceptibilidad
a la esquizofrenia en la poblacién espafiola.

FacziENTES ¥ METODO: Participaron en este estudio de asociacién 243 pacientes diagnosticados de
esquizofrenia y trastornos relacionados segin los criterios del DSM-IV (Diagnostic and Statisti-
cal Manual of Mental Disorders, cuarta edicion) y 291 sujetos de un grupo control de base hos-
pitalaria.

REsuLTADDS: No se encontraron diferencias significativas entre casos y contreles para las fre-
cuencias alélicas de los polimorfismos estudiados, ni tampoco cuando se analizaron los genoti-
pos del polimorfismo COMT G158A. Sin embargo, los individuos heterocigotos para el polimor-
fismo COMT -278A/G presentaban una reduccién del 60% en el riesgo de presentar
esquizofrenia (odds ratio = 0,4, intervalo de confianza del 95%, 0,2-0,8, p = 0,009).
Comclusiones: Los datos de este estudio exploratorio estdn de acuerdo con resultados recientes
en este campo, que indican una menor influencia del polimorfismo cldsico COMT G158A en el
riesgo de esquizofrenia y una mayor importancia de les polimorfismos que afectan al promotor
P2 del gen, como -278A/G.

Falabras clave: Catecol-0-metiltransferasa, Esquizofrenia. Farmacogenstica. Polimorfismo
genético. Espafia.

Effect of polymorphisms of the cathecol-O-methyltransferase on schizophrenia risk
ina Spanish population

BACKGROUND AND ORIECTIVE: Cathecol-O-methyl transferase (COMT) is one of the most plausible
susceptibility genes of schizophrenia risk. The main genetic variant (G158A or rs4680) studied
is functional. It has been shown that G-A transition at COMT codon 158 makes COMT more
thermolabile and less active at physiological temperature. Genetic variants in the P2 promoter
have been suggested to cause alterations in brain COMT protein levels. A variant in the P2 pro-
moter (—278A/G or rs737866) has recently been associated with psychotic disorders. We stu-
died whether polymorphisms in COMT (G158A, —278A/G) are risk factors for schizophrenia in a
Spanish population.

FATIENTS aND METHOD: 243 subjects diagnosed of schizephrenia and related disorders following
the DSM-IV criteria and 291 hospital-based controls participated in an association study.
REesuLTs: The heterozygotes for the COMT -278A/G polymorphism showed a 60% reduction in
the schizephrenia risk (p = 0.009). No significant differences were ohserved between the other
COMT genatypes or haplotypes in cases and controls.

Conclusions: Our results suggest that the COMT —-278A/G polymorphism may have a role in
schizophrenia. The results are in agreement with recent findings in this field that indicate a mi-
nor influence of COMT G158A on schizophrenia risk and a greater importance of polymorp-
hisms in the P2 promoter regions of COMT, such as -278A/G.

Hev words: Cathecol-O-methyl transferase, Schizophrenia. Pharmacogenetics. Genetic
polymorphisms. Spain.
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El gen de la catecol-O-metiliransferasa
(COMT) es uno de los genes susceptibles
de ser considerado candidato para los
estudios de riesgo de esquizofrenia, prin-
cipalmente por su papel clave en el me-
tabolismo de las monoaminas, especial-
mente en las neuronas dopaminergicas
del l6bulo prefrontal. Segin la teoria do-
paminergica de la esquizofrenia, la sinto-
matclogfa de este trastomo se debe a la
hiperactividad de las vias dopaminergicas
centrales!. Deficiencias en el metabolis-
mo de este neurctransmisor, por ejem-
plo, causadas por variantes genéticas en
COMT, podrian dar lugar a la acumula-
cidn de dopamina. En apoyo a esta hipo-
tesis, estudios de ligamiento genético han
identificado la regidn  cromosdmica
22qll, donde se localiza COMT, como
uno de los loci con mayor probabilidad
de contener genes implicados en la sus-
ceptibilidad a la esquizofrenia®. La varian-
te genética mas estudiada (G158A o
rs4680) es funcional. Se ha descrito que
la transicion de guanina a alanina en el
codon 158 del gen COMT produce una
sustitucion de valina por metionina en la
protefna. Esta sustitucidn hace COMT
mas termolabil y, por tanto, menos activa
a temperatura fisiologica®. Esta funciona-
lidad ha llevado a una intensa investiga-
cion del papel de este polimorismo ge-
nético en el riesgo de esquizofrenia. De
acuerdo can la teorla hiperdopaminérgica
de la esquizofrenia, se esperaria encon-
trar mayor frecuencia del alelo 15824 (ale-
lo de baja actividad) en los pacientes con
este trastorno, ya que tendrian mayores
dificultades para metabolizar la dopami-
na. Sin embargo, la mayoria de los estu-
dios han generado resultados contradic-
torios*7.

El gen de la COMT se transcribe a partir
de dos promotores (P1 y P2), lo que re-
sulta en una forma soluble citoplasmatica
{S-COMT, transcrita desde P1) y una for-
ma anclada a la membrana celular (MB-
COMT, transcrita desde P2)%. Aunque
ambas formas s& expresan en una varie-
dad de tejidos, MB-COMT parece ser Ia
forma predominante en el cerebre®. Por
esta razon se ha propuesto que las va-
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riantes genéticas que afectan al P2 podri-
an producir cambios en los valores de
COMT en el cerebro, mediante la estimu-
lacion o la inhibicion de la
transcripcion'®. Recientemente, se ha re-
lacionado una variante en este promotor
(-278AG o rs737866) con los trastornos
psicoticos®,

El objetivo de este trabajo es determinar
la influencia de los polimorfismos genéti-
cos del gen COMT (G158A) y su promo-
tor (—278M/G) en la susceptibilidad a la
esquizofrenia en la poblacion espaniola.

Pacientes y método

Los calculos para determinar el tamano de la mues-
fra se basaron en las frecuencias genotipicas publi-
cadas en estudios previes con poablacidn cauchsica.
Los calculos asumen un nivel de significacidn del
5%, un poder estadistico del B0% v detectar valoras
de odds ratio = 2.

Pacientes

Para participar en este estudio se reclutd a 243 pa-
cientes diagnosticados de esquizofrenia v trastomos
relacionados segun los criterics del DSM-IV (Diagnos-
tic and Statistical Manual of Mental Disorders, cuarta
edicion)'!, durante el periodo 2002-2004 en el Servi-
cio de Psiquiatria del Hospital Clinico de Barcelona,
Esparia.

Se utilizé un grupo control de base hospitalaria (n =
291} que se reclutd consecutivamente en el Servicio
de Traumatologia del Hospital Clinico de Barcelona
durante el periodo 1996-1997, Esta poblacion ha
sido utilizada en otros estudios genéticos®, incluso
en estudios de rdesgo de esquizafrenia®®. La mayoria
de estos controles fueron ingresados en el servicio de
traumatologia por pratesis de rodilla o cadera, o bien
par fractura de pelhis, o lesiones en las aiculaciones
superiores o inferiores. Cada paciente contestd un
cuestionario, con un entrevistader previamente entre-
nado, que recogia informacion demografica, ocupa-
cional, tabagqusmo e historia médica. La informacion
médica oblenida se contrastd con la historia clinica.
S excluia del estudio a los controles =i presentaban
historial de enfermedad maligna o enfermedad psi-
quiatrica, Un criterio de exclusion fueron los antece.
dentes de enfermedad maligna o enfermedad psi-
quiatrica.

Se abtuve el consentimients informads de todos los
participantes del estudio, juntamente con una muees-
tra de sangre. Este estudio fue aprobado por el Comi-
tlZ:éH Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital

nic.

Andlisis de genotipos

EL ADN se aislé a partir de 300 pl de sangre entera
utilizando tecnicas estandar,

- Polimorfismo G158A; mediante técnicas de PCR-
RFLP {polvmerase chain reaction-restricion fragment
length polymorphism) previamente descritas, un frag-
menta de 237 pb que contenia el polimaorfismo se
amplificd mediante reacciin en cadena de la polime-
rasa (PCR) con los oligonucledtidos; 5-TACTGTGGC-
TACTCAGCTGTGE ¥ 5.
GTGAACGTGGTGTGAACACC!, Los distintos alelos
se identificaron por digestion enzimatica con 10 U de
la enzima de restriccion Mialll (New England Biolabs,
Ipswich, MA).

- Polimorfismo -278A/G: mediante técnicas de PCR-
RFLP previamente descritas!®. La PCR se realizd con
los oligonucledtides 5-TAGTAACAGACTGGGCACGAR
y S-GTTCAAAGGGCATTTATCATG, v la digestion en-
Zimatica con 1 U de la enzima de restriccion Hindlll
{Mew England Biclabs),

Andlisis estadiztico

Los datos se analizaran con el soffeare del paguete
estadistico SPS35 14.05 (3PS5 Inc., Chicago, ILL, Es-
tados Unidos). Se calcularon las medias v desviacio-
nes astindar para las variables continuas, Mediante

2 Med Clin (Barc). 2008:130(00):000-0

analisis univariable (prueba de la x¥ para varables
categaricas y prueha de la t de Student para varia-
bles continuas) se identificaron los factores sociode-
mograficos relacionados con la esquizofrenia. El and-
lisis multivariable (regresion logistica mdaltiple) se usd
para estimar la contribucion independiente de cada
uno de los factores identificados en el analisis univa-
riable. Para los valores ajustados de odds rakio (OR)
s calcularon ks intervalos de confianza asociados
(IC del 95%). Para la correccién por multiples com-
paraciones se utilizd la coreccion de Bonferroni en
los resultados del andlisis de alelos v genotipos. Esta
carreccrin se utilizg considerando que se analizaban
dos palimarfismos en un Onico locus, Considerando
esta comeccion, los valores p < 0,025 se considera-
ran  estadisticaments  significativos,  El analisis de
equilibric de Hardy-Weinberg v de las relaciones de
desequilibrio de ligamiento (DL} entre polimorfismos
se realizd con el paguete Genetics del soffware asta-
distico R (version 2,4.0). Se utilizd el algoritmo EM
para inferir los haplotipos v los tests de homogenai-
dad de probabilidades para comparar su distribucidn
mediante el soffware UNPHASED 3.0716. La signifi-
cacitn obtenida para el mejor resultado de cada ana-
lisis con haplotipos e comigid por maliples compa-
raciones mediante ciclos de 10,000 parmutacicnes.

Resultados

En la tabla 1 se muestran las caracteristi-
cas de los controles (grupo de base hos-
pitalaria) v los casos (pacientes con es-
quizofrenia o trastornos relacionados), asi
como el diagnostico de éstos. Debido a
las diferencia de edad entre casos y con-
troles, fue necesario asegurarnos de que
los genotipos estudiados no tenian rela-
cion con la edad de los pacientes. Como
puede verse en la tabla 2, no hay diferen-
cias significativas en la distribucion de los
alelos en los distintos subgrupos por
edad del grupo control. Sin embargo,
igualmente se decidio ajustar el analisis
estadistico por esta variable. Ademas,
considerando las diferencias en la distri-
bucion de sexos y habito tabaquico entre
casos vy controles, también se decidio
ajustar el analisis por ambas variables, EL
33,2% de los pacientes del grupo de ca-
505 tenia historial de abuso de drogas, la
mas comun era el cannabis (18,8%), se-
guido del alcohol (4,8%) y la cocaina
(3,2%). No se dispuso de informacion
sobre el consumo de sustancias de abu-
so en el grupo control, por lo que no se
pudo estudiar la influencia de los habitos
toxicos (diferentes del tabaco) en el ries-
go de desarrollar esquizofrenia.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de
los polimorfismos genéticos estudiados
se presentan en la tabla 3. Los polimor-
fismos estudiados estaban en equilibrio
de Hardy-Weinberg en ambas poblacio-
nes, casos y controles (COMT G158A;
casos, x° = 0,82, p = 0,05; controles, »*
= 003, p = 005 COMT -278A/G:
casosy” = 2,96, p = 0,05; controles, ¥° =
0.5, p = 0,05). No se observd relacion de
DL entre los marcadores (casos, D' =
0,39; controles, D' = 0,28),

Para explorar la posible relacion entre los
alelos estudiados y la susceptibilidad a la
esquizofrenia se utilizd el analisis multiva-
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riable ajustado por las variables comenta-
das anteriormente {(edad, sexo y taba-
quismo) (tabla 3} y se calculd el riesgo
relacionado con los distintos genotipos v
alelos. No se encontraron diferencias sig-
nificativas entre casos y controles para
las frecuencias alélicas de los polimorfis-
mos estudiados, ni tampoco cuando se
analizaron los genotipos del polimorfismo
COMT G158A. Sin embargo, los indivi-
duos heterocigotos para el polimorfismo
COMT =278A/G presentaban una reduc-
cion del 60% en el riesgo de presentar
esquizofrenia (OR = 04, IC del 95%,
0,2-0,8; p = 0,009).

A partir de los datos genotipicos de nues-
tra poblacion pudimos inferir cuatro ha-
plotipos (tabla 4). No se observaron dife-
rencias significativas en la distribucion de
estos haplotipos entre casos y confroles.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente
estudio estan de acuerdo con resultados
recientes en este campo, que indican
una menor influencia del polimorfismo
clasico COMT G158A en el riesgo de es-
quizofrenia ¥ una mayor importancia de
los polimorfismos que afectan al promo-
tor P2 del gen, como —-278A/G,

A pesar de que numerosos estudios ava-
lan la funcionalidad del polimorfismo
COMT G188A11% g| papel de este poli-
moarfismo en la esquizofrenia es contro-
vertido, en parte debido a la falta de re-
plicacién de los resultados positivos y a
los resultados negativos obtenidos en los
metaanalisis®1®®2! De hecho, los valores
de odds ratio obtenidos en los estudios
con asociaciones positivas son bajos, lo
gue vendria a demostrar que el polimor-
fismo COMT G158A es insuficiente para
explicar toda la variabilidad genética de
COMT. En nuestro estudio, al igual que
en otros  estudios con  poblacion
espafiola®?, el polimorfismo COMT G158A
parece no tener ningun efecto en el ries-
go de esquizofrenia. Probablemente se
necesitan tamafios de muestra mayores
para detectar la pequefia contribucion de
este polimorfismo en el riesgo general,
Sin embargo, este polimorfismo funcional
parece ser relevante para modular la res-
puesta farmacologica de los antipsicoti-
cos; recientemente hemos relacionado el
alelo 158A con una menor predisposicion
a desarrollar efectos adversos como el
extrapiramidalismo®,

En cuanto al polimorfismo =278 NG, re-
cientemente, un haplotipo de tres marca-
dores se ha asociado con el riesgo de es-
quizofrenia v trastorno bipolar en una
poblacidn de judios ashkenazi®!. Este ha-
plotipo contiene al polimorfismo
rs7 37865, muy proximo al promaotor P2 y
en completo DL con -278A/G (D' = 1:
LOD = 30,34; r# = 1: International Hap-

map Project data:
http:/fwww. hapmap.orgfindex.html).  Es-
tudios funcionales de este haplotipo han
demostrado que reduce la expresion de
COMT en el cerebro humano® 25, Sin em-
bargo, cuando se ha estudiade en otras
poblaciones, se ha visto gue hay una
gran variabilidad en su distribucion y en
las relaciones de DL entre los tres marca-
dores del haplotipo. Estos resultados po-
nen de manifiesto la importancia de la re-
gion promotora P2 en la expresion de
COMT, asi como el interés de identificar
bloques haplotipicos en cada poblacion.
En nuestra poblacion, no hemos hallado
asociacion entre ninguno de los dos ale-
los y el riesgo de sufrir esquizofrenia, Sin
embargo, los individuos heterocigdticos
reducen el riesgo de esquizofrenia en,
aproximadamente, un 60%. Esta situa-
cion de wventaja del heterocigoto puede
deberse a las diferencias de DL de am-
bos alelos con distintos polimorfismos
funcionales que podrian llevar a altera-
ciones en la expresion de COMT més se-
veras en heterocigosis que en homocigo-
sis,

Cabe comentar la estructura del grupo
control, un grupo de base hospitalaria re-
clutado en el servicio de traumatologia.
Dicho grupo presenta una mayor edad
promedio y mayor nimero de mujeres
que el grupo de casos. Estas diferencias
pueden ser atribuidas a la mayor fre-
cuencia de afecciones traumaticas en
personas con edad avanzada vy, especial-
mente, mujeres posmenopausicas. Hay
que sefialar que nosotros no encontra-
mos ninguna evidencia que indique que
este grupo control esta sesgado respecto
al gen COMT. Para empezar, las frecuen-
cias alélicas y genctipicas de los polimor-
fismos estudiados en el grupo control re-
producen las observadas en distintas
poblacionas sanas europeas? v, especial-
mente, en poblacién espafiola®. Tam-
bién es importante destacar que no se
observd ninguna relacion entre los geno-
tipos estudiados vy la edad o el saxo en &l
grupo control. Finalmente, tampoco hay
ninguna evidencia de que las enfermeda-
des de los pacientes de traumatologia es-
tén relacionadas con la variabilidad gené-
tica de COMT o con la susceptibilidad a
la esquizofrenia. Por lo tanto, concluimos
gue nuestro grupo control no esta sesga-
do en términos de distribucion de los ge-
notipos COMT. Por otro lado, hay que te-
ner en cuenta que la esquizofrenia es
una enfermedad de aparicion temprana;
en este contexto, los controles de mayor
edad son individuos con mayor resisten-
cia para esta enfermedad, de manera
que pueden considerarse como controles
hipernormales. El uso de controles hiper-
normales es una estrategia de disefio de
estudios de casos y controles que permi-
te aumentar la eficiencia de estudios ge-
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neticos de asociacion®,
Los datos de este estudio exploratorio pa-

recen

indicar que el polimorfismo

-278A/G, en la regidon promotora P2, tie-
ne un papel mas relevante que el poli-
morfismo COMT G158A en relacion con
el riesgo de esquizofrenia. Considerando
la elevada variabilidad descrita entre los
distintos grupos étnicos en cuanto a las
relaciones de DL y la configuracion de
bloques haplotipicos en COMT, seria ne-
cesaria la identificacion de los polimorfis-
mos y los haplotipos causales de la aso-
ciacion entre COMT vy esquizofrenia en
cada poblacian.
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TABLAL

Caracteristicas de los controles (grupo control de base hospitalaria) y los casos
(pacientes con esquizofrenia o trastornos relacionados), y su diagndstico

Grupo control de base Pacientes con esquizofrenia
I'Iﬂpl.\llllﬂ o trastomos relacionados
in=291) in = 243)
Edad, med (DE), aros 61,7 {11} 05013
Varones 1127251 (38,4%) 132243 (54 3%
Fumadores® 63291 {21.6%) /181 (49,72%)
Diagndsticos
E=quizofrenia 160 (65,8%)
Trastormo esquizcatective 30 (124%)
Trastomo psicdtico agudo 39 (16,1%)
Trastomo de ideas delirantes 11 (4,5%)
Trastormo esquizctipico 3(0,2%)
g QU001 (Trenbe & conmirodis).

"o st incliage a o Turmadanes, No s dispuso de informacian sobre o tabaquismo de algunos pacientis (62 casos perdides),

TABLA 2

Distribucion de las frecuencias alélicas en los diferentes subgrupos por edad
del grupo control

Alelo 31-50 afles, M {%1° S51-70 afos, VN (%) 71-100 afios, WH (%)°
COMT G1584A 547124 (44) 1387312 (44) 737146 (49)
COMT -278AG 504124 [40) 1174312 (37) 58146 (39)

“Prueba de a x%, p > 0,05

TABLA 3

Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en casos y
controles, y analisis multivariable del riesgo de esquizofrenia asociado al alelo

y los genotipos

Controkes il { %) Casos AN (%) OR [IC chel 95%) P

COMT G1584

Homoz ALY G091 (20,6%) 477243 (19,3%) 1,1 (0.6-2,2) 0,7

Hataroz GAP 1467291 (50,2%) 126243 (51 4%) 120526 0.7

Alelo 1584 45 7% 45 0% 1,110,7-1,6} a7
COMT -278A/G

Homoz GGA 417291 (14,1%) AR/243% (19,7%) 1,3 (0,6-2.8) 03

Heteroz AGA 1447291 (49,5%) 94/243 (38, 7%) 0.4 (0,2-0.8) 0,009

Alelo 278G 38,8% 39,1% 0,9 (0,6-1,4) 09

IC: infervalo de confianza; OR: oddé rafio.

'I_}:lrgilcdﬂl:qandu la correccitn de Bonberroni para comparaciones molipes, valores p < 0,025 se consideraron estadisticaments

significativos,

ERegresion logistica mullivariabde del genolips ajustada por edad, Sexo y labagquisme 1E.rupo di refierencia homecigato GG,

‘thﬁ lagistica mullivariabbe del akdo A coma wariable continua (O homocigoto GG; 1 helerocigoto AG; 2 homocigotos AA)
justada por edad, sexo y labaguisime,

“Fegresion logistica multivariable del genotipo ajustada por edad, sewo y tabaquismao (grupo de referencia homocigoto AAL

- eskin logistica multiariable del alelo G como variable continua (D homockgoto AR 1 heterocigoto AG; 2 homocigotos GG)

ajustada por edad, sexo v tabaguisma,

TABLA 4
Distribucion y frecuencia de los haplotipos COMT inferidos en el estudio
Alelos COMT Frecuencia haplotipica OR {IC del 95%) o
A-278G G158A Conftroles Casos
A [ 0,39 0,43 1(1-1) 07
A A 0,22 0,18 0,910,2-3,3) 06
G G 0,15 0,12 1.1{04-32) 09
G A 0,24 027 1.2 (0,6-2,8) 06

COMT: catecolC-matiltransferasa; IC: intervalo de confianza; OR: odids rabio.
“Prueba de homogeneidad de probabilidades ajustada por edad, sexo y labaquismo. Cada walor dé p se comigio por miRiphes
comparaciones mediante ciclos de 10,000 permutaciones.
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6.2 ESTUDIO N°2

Asociacion del polimorfismo A/G intrén 13 en el gen de la Monoamino Oxidasa B (MAO-B)

con el riesgo de esquizofrenia en una poblacidn espafiola.
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RESUMEN:

Asociacion del polimorfismo A/G intrén 13 en el gen de la Monoamino Oxidasa B

(MAO-B) con el riesgo de esquizofrenia en una poblacion espaiiola.

Antecedentes: La enzima Monoamino Oxidasa B (MAO-B) participa en el
metabolismo oxidativo de la dopamina. En este trabajo estudiamos si el polimorfismo

A644G del intrén 13 del gen MAO-B es un factor de riesgo para la esquizofrenia.

Métodos: 242 sujetos diagnosticados con esquizofrenia y trastornos relacionados y 290
controles de base hospitalaria participaron en el estudio. A partir de una muestra de
sangre entera se realizé el aislamiento del ADN gendmico. Mediante una PCR alelo

especifica se llevo a cabo el genotipado de las muestras.

Resultados: Al realizar el andlisis estratificando por diagndstico se observo que el alelo
G era un factor de riesgo de desarrollar esquizofrenia (p=0.006). Al estratificar por sexo
el alelo G fue un factor de riesgo de esquizofrenia unicamente en mujeres (p=0.01). A
pesar de que la frecuencia del alelo G fue mayor en los hombres esquizofrénicos que en

los hombres controles, las diferencias no fueron significativas.

Conclusiones: Los resultados de nuestro estudio sugieren que el gen MAO-B estd

implicado en el riesgo de desarrollar esquizofrenia, especialmente en mujeres.
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Abstract
Background:; Monoamine oxidase B (MAQ-B) enzyme is in-
volved in the oxidative metabolism of dopamine. We stud-
ied whether the AG44G polymorphism in intron 13 of the
MAO-B gene is a risk factor for schizophrenia. Methods: 242
subjects diagnosed with schizophrenia and related disor-
ders and 290 hospital-based controls participated in the
study. Genomic DNA was isolated from whole blood and
genotyped with the allele-specific oligonucleatide poly-
merase chain reaction method. Results: This polymorphism
was studied by diagnosis subgroups and the G allele was
identified as a risk factor for developing schizophrenia (p =
0.006). When we performed a sex-specific analysis, the G al-
lele was only a risk factor for developing schizophrenia in
women (p = 0.01). Although the frequency of the G allele is
higher in male patients than in male controls, no statistically
significant association with schizophrenia was found. Con-
clusion: Our results support the involvement of the MAC-8
gene in schizophrenia, particularly in women,

Cofpyright © 2008 5, Kargor AG, Basel

Introduction

Monoamine oxidase (MAQ) is a mitochondrial en-
zyme involved in the degradation of several different bio-
logical amines, including dopamine. In accordance with
the dopamine theory to explain the pathogenesis of
schizophrenia, lower activity of the MAO enzyme would
cause an increase in dopamine levels and therefore it
would be a risk factor for developing schizophrenia.

There are two types of MAO: MAO-A and MAO-B,
which differ in their substrate and inhibitor specificity
and are encoded by two distinct genes both with 15 exons
and lying adjacent to each other at Xpi1.23-11.4 [1]. At
the region Xpl1, several positive lod scores from sib pair
studies and multiplex family genome scans for schizo-
phrenia have been found [2, 3]. The fact that MAO-B is
located in the X chromosome has to be taken into ac-
count, since males are constituent hemizygotes for X
chromosome genes, while females become functionally
hemizygous (they have only a single functional copy
through X chromosome inactivation).

The most commeon polymorphism of MAO-B is a sin-
gle-base change (A644G) in intron 13 (rs1799836) [4]. Al-
though this A=+G substitution does not change the pro-
tein sequence, it is associated with varying enzyme activ-
ity. In vitro, the G allele has been associated with higher
enzyme activity [5]. In vivo, the results are contradictory
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in platelets: while no association was found by some au-
thors [6, 7], one study observed higher MAO-B activity
in G allele carriers than in A allele carriers [8]. However,
in the human brain, the G allele is associated with lower
activity of the enzyme [9]. These differences could be
caused either by separate and tissue-specific control
mechanisms of MAO-B activity [10], or by differences in
linkage disequilibrium between different populations.

Here we studied whether the A644G polymorphism in
intron 13 of the MAO-B gene is involved in schizophrenia
and related disorders. Our initial hypothesis, like that of
Balciuniene et al. [9], was that the G allele would be a risk
factor for developing the disease, since it contributes to
the accumulation of dopamine in the brain.

Materials and Methods

Sample size calculations were based on control genotype fre-
quencies from previous studies of Caucasian subjects. Calcula-
tions assumed a 3% level of significance, 80% power and a schizo-
phrenia risk of 2 associated with carrying the studied alleles.

Subijects

The schizophrenia patients were recruited at the Psychiatric
Service of the Hospital Clinic (Barcelona, Spain) between 2002
and 2004. Using DSM-IV criteria [11], 242 subjects were diag-
nosed with schizophrenia and related disorders. Diagnoses of
cases were established using the SCID-DSM-1V version. Reliabil-
ity and validity of the SCID-DSM-IV have been reported in sev-
eral published studies [12].

The control group consisted of 290 subjects who were con-
secutively recruited at the Trauma Service of the Hospital Clinic
and who had previously participated in genetic studies on schizo-
phrenia risk [13]. Most of the controls were admitted for hip or
knee joint replacement, pelvic fracture or injury to the upper or
lower ribs. A questionnaire was administered to each patient in
an interview, which elicited demographic information, data on
occupation and smoking habits and personal medical history,
Moreover, the clinical information obtained was checked in clin-
ical records. Patients were excluded from the control group if they
reported a history of malignancy ar mental disorder.

All those participating in the study were Caucasians, living in
Catalonia. Catalonia is a region in north-east Spain with 7,083,610
habitants, 93.3% of which are Caucasians, Other ethnic groups
were excluded.

Written informed consent and whale blood samples were ob-
tained from each subject. The study was approved by the Ethics
Committee of the Hospital Clinic.

Experimental Procedures

DM A was prepared from 300 jul of whole blood samples using
standard technigques. MAO-B A644G genotyping: the analysis of
genotypes A or G in intron 13 was performed by allele-specific
aligonucleotide polymerase chain reaction, using the A- and G-
specific oligonucleotides 5-CACTGGCAAATAGCAAAAGT-Y
and 5"-CACTGGCAAATAGCAAAAGC-3 [14] as reverse prim-

66 Neuropsychobiolagy 2008;58:65-70
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Table 1. Characteristics of case and control groups for the schizo-
phrenia risk study

General population Patients with

controls schizophrenia and
related disorders

Number 290 242
Age, years 61711 3405+13
Men 1114290 {38.2) 132/242 (54.5)'
Smokers® 104/290 (35.8) 1047180 (57.7)"
Diagnosis

Schizophrenia 159 (65.7)

Schizoaffective disorder g

Acute psychotic disorder 39 (16.1)

Delusional (paranoid) disorder 11 (4.5)

Schizotypal disorder 3(1.3)

For same patients, no information on tobacco use was avail-
able (62 cases missing). Figures in parentheses indicate percent-
ages.

' p < 0,001 (vs, controls),

* Smoker group includes ex-smokers.

ers and 5-GGATTTACTTTGCAGGCACC-Y [4] 25 a forward
primer obtaining polymerase chain reaction products of 663 bp.

Statistics

[ata were analyzed using the SPSS 14.05 {statistical analysis
software, SPSS Inc., Chicago, 1L, USA). Means and standard de-
viations were computed for continuous variables. Univariate
analysis (3 test for categorical variables; Student't test for con-
tinuous variables) was used to identify variables associated with
the risk of developing schizophrenia. Multivariate analyses (mul-
tiple logistic regressions) were used to estimate the independent
contribution to schizophrenia risk of each genotype and vari-
ables. We used a backward strategy: the variables identified
through the univariate analysis (sex, age and smoking pattern)
were included in the logistic regression model. The criterion for
retaining a variable was o = 0.1. Confidence limits for the adjust-
ed odds ratio were calculated with the associated logistic coeffi-
cients and standard errors. MAO-B 644G allele distribution in
age subgroups was analyzed with the x* test. The Cochran-Armit-
age test was calculated with the XLSTAT2007 statistical analysis
software. The Hardy-Weinberg equilibrium was calculated with
the genetics package of the R statistical software {version 24.0L

Results

Table 1 shows the demographic characteristics of the
cases (patients with schizophrenia and related disor-
ders) and controls (hospital-based group). The psychi-
atric diagnoses of the cases are also shown in table 1.
Because of the age difference between cases and controls

Ciasso/Bernardo/Mas/Crescenti/Garciaf
Parellada/Lafuente



6. PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES

Table 2. Descriptive distribution of allele and genotype frequencies and multivariate analysis of MAO-B alleles
and genotypes

a Schizophrenia and related disorders

Cases Control Multivariate analysis

n o n L OR Cl p
Allele G total 162/352 460 203469 433 13 0.8-2.1 0.
Allele G males’ 57132 43.1 43111 38.7 0.9 0.3-25 ne
Allele G females' 1057220 47.7 160/358  44.7 1.5 0.8-26 0.1
Genatype AG? 49/110 #4.5 BO/ITY 44.7 1.0 0.3-27 [15]
Genotype GG* 8110 254 40178 223 23 0.7-6.9 0.1
b Schizophrenia

Cases Control Multivariate analysis

n % 1 % OR al P
Allele G total! 105/217 484 2031469 433 23 1244 006
Allele G males! 47/10 46.5 437111 387 1.6 0.5-4.8 03
Allele G females” sa8/116 50,0 160/358 44.7 2.6 l.1-6.0 (X1}
Genotype AG? 28/58 452 B0/ 179 44.7 1.2 .3-4.8 0.7
Genotype GG 15/58 258 40179 223 6.7 1.3-324 001

ltalicized figures indicate significant p values.

' Multivariate logistic regression analysis that studied MAO-B 644G allele a5 continuous variable (0 = wild
type: 1 = heterozygous; 2 = homozygous mutated), adjusted for age, sex and smoking habit,

* Multivariate logistic regression analysis of the genoty pes, adjusted for age, sex and smoking habit (baseline

homozygotes AA). Only in women.

and the slight imbalance in smoking habits among the
controls, the analysis was adjusted to account for these
features. The analysis of allele frequency in the total
population {(men and women) was also adjusted for gen-
der due to the differences found between cases and con-
trols. 33.2% of cases reported a history of drug abuse, the
most common substances being cannabis (18.8%), alco-
hol (4.8%) and cocaine (3.2%). Since no information on
substance abuse was available for the control group, it
was not possible to study the contribution of toxic habits
{other than tobacco) to the risk of developing schizo-
phrenia.

To explore potential associations between this poly-
morphism and susceptibility to schizophrenia and relat-
ed disorders, a multivariate analysis adjusted for the
above variables was used. Because the MAO-B gene is lo-
cated in the X chromosome, the distribution of the geno-
type frequency was only analyzed in women. The distri-
bution of the allele frequency was examined in the total
group (men and women) as well asin men and in women

MAQ-B Polymorphism in Schizophrenia

separately. We did not find any association in allele fre-
quency distribution or genotype frequency distribution
(p > 0.05) (table 2a).

For the MAO-B A644G polymorphism, the Hardy-
Weinberg equilibrium was preserved in females from
both affected and control samples.

We also performed a multivariate analysis for the stra-
tum of schizophrenia adjusted for the same variables to
investigate whether this polymorphism is associated only
with this disease and not with related disorders. The G
allele was identified as a risk factor in the total group
(menand women), doubling the risk of developing schizo-
phrenia (OR 2.3, CI 1.2-4.4, p = 0.006, statistical power
99.5%).

When we stratified this analysis by gender, the G allele
was a risk factor only in women (OR 2.6, Cl 1.1-6.0, p =
0.01, statistical power 95.9%). The highest risk was found
in GG homozygous women (OR 6.7, C1 1.3-32.4, p=0.01,
statistical power 99.9%) (table 2b).

Neuropsychobiology 2008;58:65-70 67
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Number of 644G allels

Fig. 1. Ohserved and predicted OR values in women (Cochran-
Armitage test not significant; [Z] = 0.9, p = 0.338).

Discussion

Our control group has been extensively used in phar-
macogenetic studies [15], including schizophrenia risk
studies [13]. The group is a hospital-based group of pa-
tients seeking surgical treatment for hip, pelvic and other
fractures. In the present study, this control group was
older and included more women than the case group.
This limitation of the present study can be attributed to
the higher prevalence of traumatic pathologies in older
patients and especially in postmenopausal women. How-
ever, we found no evidence to suggest that the control
group was biased with respect to the MAO-B gene. The
genotype and allele frequencies in the control group were
similar to those described in other European populations
[16]. 1t is also important to note that no association was
observed between the genotypes studied and gender or
age in our control group (data not shown). Finally, there
is no evidence that the primary medical conditions af-
fecting controls from the Trauma Service are associated
with genetic variations at the MAO-B locus or with sus-
ceptibility to schizophrenia. We therefore conclude that
our control group is unlikely to be biased in terms of ge-
netic background or distribution of MAO-B genotypes.
Furthermare, taking into account that schizophrenia is
an early-onset disease, normal but elderly subjects are the
individuals with lowest liability and most resistance to
these diseases, and they could be considered as hypernor-
mal controls. The use of hypernormal controls is a sam-
ple-based case-control design that improves the efficien-
cy of association studies [17].

] Neuropsychoblology 2008;58:65-70
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The MAO-B A644G polymorphism has been investi-
gated in few case-control studies with schizophrenic pa-
tients, and no significant association has been found with
schizophrenia or with diagnostic subclassifications of the
disease [16], or with specific symptoms, such as aggres-
sive behavior [18].

Our findings revealed a high prevalence of the G allele
in patients with schizophrenia and related disorders (di-
agnosis group following the DMS-IV manual), but with-
oul statistical significance. We attempted to obtain more
specific results by studying the subgroup of patients with
schizophrenia. Although we reduced the sample size, we
found an association of the G allele with the risk of devel-
oping schizophrenia. This finding could indicate hetero-
geneity of susceptibility factors among diagnostic sub-
classifications in the schizophrenia and related disorders
group.

As few articles have studied MAO-B and the risk of
schizophrenia, this study is particularly relevant, One of
the reasons for this lack of papers is probably the com-
plexity of working with genes associated with the X chro-
mosome. When we performed a sex-specific analysis, the
G allele was only a risk factor for developing schizophre-
nia in women. Although the frequency of the G allele is
higher in male patients than in male contrals, no statisti-
cally significant allelic association with schizophrenia
was found. Although women have two copies of the
MAO-B gene (two X chromosomes) and men have only
one copy (one X chromosome, constituent hemizygotes),
in theory the risks should level out, since women inacti-
vate one X chromosome during embryogenesis (func-
tional hemizygotes).

Haowever, the risk will be greater in women if the gene's
character is dominant (affects either sex, but more fe-
males than males), or it will be greater in men if the char-
acter is recessive [19]. At any rate, the greater risk of
schizophrenia depending on the MAO-B 644G allele,
which we observed in women, could be attributable to
other factors, such as the levels of estrogens that regulate
MAO-B promoter activity [20].

Another striking aspect of our findings is the high risk
found in homozygote women (OR = 6.4), in stark contrast
to the absence of risk in heterozygote women (OR = 1.2).
If its character follows the additive allele risk model, the
predicted OR values for the female heterozygote AG
group will be close to 3, taking the OR values of the ho-
mozygous women (fig. 1). However, we must bear in mind
that the inactivation of the X chromosome in women
during embryogenesis occurs at random. Therefore, in
women who are AG heterozygous for the MAO-B A644G

Gasso/Bernardo/Mas/Crescenti/Garcia/
Parellada/Lafuente
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polymorphism, we can find cell lines in which the X
chromosome bearing the G allele has been inactivated
and another line in which the A allele has been inacti-
vated. Therefore, each heterozygous woman is a mosaic
of clones that derive from different embryo cells; the
group of heterozygous women is perforce highly hetero-
geneous. It is difficult to predict in this group the expres-
sion of one or another allele and thus its contribution to
the risk of any illness.

The interaction between gender and MAO-B A644G
genotype in schizophrenia is new. However, other asso-
ciation studies investigating this polymorphism reported
woman-specific effects in Parkinson’s disease 21, 22].
Moreover, genetic variants of MAO-A have been associ-
ated with other psychiatric diseases like bipolar disorders
[23] and panic disorders [24] only in women.

In line with our results and the hypothesis of abnor-
mal prefrontal dopamine signalling in schizophrenia
[25], the MAQ-B 644G allele correlates with lower MAO-
B activity in the prefrontal cortex function [9]. These re-
sults reveal the importance of genetic variability affect-
ing catecholamine degradation enzymes in schizophre-
nia. The genes encoding these enzymes, like MAO-A [26],
COMT [27) or DAT [28], are good candidates for associa-
tion studies as well as other classical candidate genes like
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6.3 ESTUDIO N°3

Asociacion entre polimorfismos de los genes COMT, MAO y DAT 'y el riesgo de desarrollar

esquizofrenia y efectos extrapiramidales en pacientes tratados con antipsicoticos.

Association of polymorphisms in COMT, MAO and DAT genes with the risk of
developing extrapyramidal symptoms in patients treated with antipsychotics and with

the risk of schizophrenia.
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RESUMEN:

Asociacion entre polimorfismos de los genes COMT, MAO y DAT y el riesgo de
desarrollar esquizofrenia y efectos extrapiramidales en pacientes tratados con

antipsicoticos.

Objetivos: Examinar la relacion que existe entre polimorfismos de la COMT (G158A y
-278 A/G), MAO-A (30bp-VNTR y 941T/G), MAO-B (A/G intrén 13) y DAT (40bp-
VNTR y -67A/T) y el riesgo de aparicion de sintomas extrapiramidales (EPS) inducidos
por antipsicéticos (APs). El objetivo secundario fue estudiar el riesgo de esquizofrenia.

Reclutamiento: Se reclutaron 500 pacientes del Servicio de Psiquiatria del Hospital
Clinico de Barcelona entre los afios 2002 y 2004. De ellos, 270 pacientes
esquizofrénicos y con trastorno bipolar tratados con terapia antipsicdtica se incluyeron
en el estudio de riesgo de EPS. 81 casos desarrollaron EPS (Simpson Angus > 3) y 189
controles no desarrollaron esta sintomatologia (Simpson Angus < 3). También llevamos
a cabo el estudio de riesgo de esquizofrenia a partir de un subgrupo de 243 pacientes
esquizofrénicos y de 291 controles de base hospitalaria.

Métodos: A partir de sangre entera realizamos el aislamiento de ADN genomico. Los
polimorfismos seleccionados se genotiparon mediante diferentes métodos validados
incluyendo PCR-RFLP, ASO-PCR y PCR-electroforesis capilar.

Resultados: El alelo COMT" produjo en heterocigotos una reduccion del 60% del
riesgo de EPS (OR:0.4, p=0.04). Esta asociacion resultd ser mas fuerte en el subgrupo
de pacientes bipolares donde el alelo COMT" daba una proteccién del 70% (OR:0.3,
p=0.01). En el andlisis de los haplotipos de la COMT, los haplotipos A-G y A-A se
asociaron al riesgo y proteccidn, respectivamente, de desarrollar EPS en el subgrupo de
pacientes bipolares. En el estudio de riesgo de esquizofrenia se observd que los
heterocigotos para el polimorfismo COMT -278 A/G presentaban un menor riesgo de
sufrir la enfermedad (OR:0.4, p=0.009). Ademas, pudimos identificar al alelo G del
polimorfismo MAO-B A/G intrén 13 como un factor de riesgo de esquizofrenia (OR:2.3
p=0.006). Cuando realizamos el analisis estratificando por sexo, el alelo G fue un factor
de riesgo unicamente en mujeres (Alelo G, OR:2.6; homocigotas GG, OR:6.7; p=0.01).

Conclusiones: Este es el primer trabajo donde se encuentra una asociacion entre el
polimorfismo de la COMT y la susceptibilidad a los EPS. Este resultado es
especialmente interesante si tenemos en cuenta el incremento del uso de farmacos
antipsicoticos en paciente bipolares. Ademads, nuestros resultados sugieren que los
polimorfismos COMT -278 A/G y and MAO-B A/G intréon 13 pueden contribuir al
riesgo de desarrollar esquizofrenia.
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Association of polymorphisms in COMT, MAO and DAT genes with the risk of
developing extrapyramidal symptoms in patients treated with antipsychotics and with

the risk of schizophrenia.

P. Gassé', S. Mas', A. Crescenti', JM. Vidal', S. Alvarezl, M. Bernardo’, A. Lafuente'.

'Dep. Anatomia Patolégica, Farmacologia y Microbiologia. Facultad de Medicina. Universidad de Barcelona.
IDIBAPS. Casanova 143, E-08036 Barcelona (Spain).
*Psychiatry Service, Hospital Clinico Universitario de Barcelona, Villarroel 170, E-08036 Barcelona (Spain).

Objectives: The aim of the present study was to examine the relationship between COMT
(G158A, -278 A/G), MAO-A (30bp-VNTR and 941 T/G), MAO-B (A/G intron 13) and DAT
(VNTR and T-67A) polymorphisms and the risk of antipsychotic (AP)-induced
extrapyramidal symptoms (EPS) in patients receiving AP treatment. A secondary aim was to
study the risk of schizophrenia.

Setting: A cohort of 500 patients were recruited in the Psychiatric Service of the Hospital
Clinic (Barcelona, Spain) between 2002 and 2004. Of those patients, 270 schizophrenic and
bipolar patients received AP therapy and were included in the study of EPS risk. 81 cases
developed EPS (Simpson Angus > 3) and 189 controls did not (Simpson Angus < 3). We also
studied schizophrenia risk in a subgroup of 243 schizophrenic patients and 291 hospital-based
controls.

Methods: Genomic DNA was isolated from whole blood and the selected polymorphisms
were genotyped following various validated methods including PCR-RFLP, ASO-PCR and
PCR-Capillary electrophoresis.

Results: The COMT" allele was associated with a 60% reduction of EPS risk in
heterozygotes (OR:0.4, p=0.04). This association remained strong in the bipolar subgroup
with a COMT" allele protection of 70% (OR:0.3, p=0.01). The analysis of the COMT
haplotypes revealed an association of the A-G haplotype with EPS risk in the overall group
and the bipolar disorder subgroup, and association of the A-A with EPS protection in the
bipolar subgroup (permuted P-value=0.01). In the study of schizophrenia risk, we observed
that heterozygotes for the COMT -278 A/G polymorphism had a reduced risk of suffering
schizophrenia (OR:0.4, p=0.009). We also identified allele G of the MAO-B A/G intron 13
polymorphism as a risk factor for schizophrenia (OR:2.3 p=0.006) and a sex-specific analysis
showed that allele G was a risk factor only in women (OR 2.6, allele G; OR 6.7, homozygotes
GG; p=0.01).

Conclusions: This is the first report of an association between COMT polymorphism and
EPS susceptibility. These results are especially interesting if we take into account the
increased use of AP drugs in bipolar patients. Moreover, our results suggest the COMT -278
A/G and MAO-B A/G intron 13 polymorphisms may contribute to the risk of developing
schizophrenia.
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6.4 ESTUDIO N° 4

Polimorfismos del receptor de dopamina D2 (TaqlA, TaqlIB, y -141C Ins/Del) y de la enzima
metabolizadora de la dopamina (COMT G158A, A-278G) y sintomas extrapiramidales en

pacientes esquizofrénicos y bipolares.

Polymorphism of Dopamine D2 receptor (TaqlA, TaqIB, and -141C Ins/Del) and
Dopamine degradation enzyme (COMT G158A, A-278G) genes and extrapyramidal

symptoms in patients with schizophrenia and bipolar disorders.
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RESUMEN:

Polimorfismos del receptor de dopamina D2 (TaqlA, TaqlB, y -141C Ins/Del) y de
la enzima metabolizadora de la dopamina (COMT G158A, A-278G) y sintomas

extrapiramidales en pacientes esquizofrénicos y bipolares.

Objetivos: Examinar la relacién entre polimorfismos del receptor de dopamina D2
(DRD2) (TaqlA, TaqlB, y -141C Ins/Del) y de la Catecol-O-MetilTransferasa (COMT)
(G158A, A-278G) y el riesgo de sufrir efectos extrapiramidales (EPS) inducidos por

antipsicoticos en pacientes esquizofrénicos y en pacientes bipolares.

Métodos: 80 casos, pacientes que presentaron EPS (Simpson-Angus > 3) y 188
controles, pacientes que no desarrollaron EPS (Simpson-Angus < 3), participaron en el

estudio.

Resultados: El alelo COMT" confiere una reduccién del 60% al riesgo de desarrollar
EPS en heterocigotos (OR 0.4; p=0.04, no significativo después de realizar la correccion
de Bonferroni). El andlisis de los haplotipos de la COMT reveld una asociacion entre el
haplotipo A-G y el riesgo de EPS en todo el grupo y en el subgrupo de pacientes
bipolares, asi como una asociacion del haplotipo A-A y proteccion a sufrir EPS en el
subgrupo de pacientes bipolares (valor de p permutada=0.01). No se encontré ninguna

asociacion para los polimorfismos del DRD2 ni COMT -278A/G.

Conclusiones: Este es el primer estudio que encuentra asociacion entre el polimorfismo
de la COMT vy la susceptibilidad a los EPS. Estos resultados son de gran interés si
tenemos en cuenta el incremento del uso de farmacos antipsicoticos en pacientes

bipolares, tanto en las fases maniacas como en las depresivas.
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Abstract

Objective: The relationship is examined of the dopamine D2 receptor (DRD2) polymorphism (TaglA, TaglB, — 141 C Ins/Del) and the
catechol-O-methyliransferase (COMT) polymorphism (A-278G, G158A) to the risk of antipsychotic-induced extrapyramidal
symptoms (EPS) in schizophrenia and bipolar disorders. Participants comprised 80 cases presenting with EPS (Simpson-Angus Scale
score >3) and 188 controls presenting without EPS (Simpson-Angus Scale score < 3) participated in this study. The COMT" allele
conferred a reduction ol EPS risk of 60% to heterozy gotes, but the finding did not survive correction for multiple comparisons. In the
bipolar subgroup, with a COMT" allele protection of 70%, the reduction remained significant afier Bonferroni correction. The
analysis of the COMT haplotypes revealed an association ol the A-G haplotype with EPS risk in the overall group and the bipolar
disorder subgroup, and an association of the A—A haplotype with EPS protection in the bipolar subgroup. No significant associations
were found for DRDZ or COMT A-278G polymorphisms. This is the first report of an association between the COMT polymorphism
and EPS susceptibility. These results are of interest in view of the increased use of antipsychotic drugs in bipolar patients in both the
acute manic and the depressive phase.

€ 2007 Elsevier Ireland Ltd. All nights reserved.
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1. Introduction

Antipsychotic (AP) treatment-emergent extrapyra-
midal symptoms (EPS) are frequent and serious acute
adverse reactions of AP drugs, the signs of which may
develop within days of starting medication (Tonda and
Guthrie, 1994). Neuroimaging studies have demonstrat-
ed that the effects of APs are associated with a striatal
dopamine D2 receptor (DRD2) occupancy of 65-70%,
and that occupancy of greater than 80% significantly
mncreases the risk of EPS (Farde et al., 1992; Remington
and Kapur, 1999). First-generation AP agents or typical
APs have a high affinity for DRD2 (Seeman et al,
1976). The incidence of EPS with typical AP treatment
15 around 50-75%. The newer APs oratypical APs have
lower levels of DRD2 affinity, and they have an affinity
for other receptors such as those in the serotonin system
(Kapuretal., 1998; Kapuret al., 1999). However, not all
the atypical APs have the same DRD2 affinity, which
ranges from high (risperidone) to low (clozapine). More-
over, this range of affinity could be translated into a high
or a low risk of developing EPS. The mean incidence of
EPS with atypical AP is 15% (Miyamoto et al., 2005),

In addition to AP affinity for DRD2 and dosage, other
risk factors for AP-induced EPS have been identified,
such as age (Lewis, 1998) and psychiatric diagnosis,
especially mood disorders (Mclntyre and Konarski,
2005). These risk factors are also well documented for
tardive dyskinesia (TD), the most serious form of motor
disorder in patients receiving long-term AP treatment. In
addition, female gender, nonschizophrenic diagnosis,
and the presence of acute EPS are predisposing factors
for TD (Wirshing, 2001).

Moreover, individual variability in the nduction of EPS
in response to the same dmug has been reported. Phar-
macogenetic studies could help to predict EPS suscepti-
bility and facilitate the choice of treatment, In general, such
studies have focused on TD rather than EPS. Most studies
examined associations of polymorphisms at gene loci
related to central dopaminergic systems, such as DRD2
(— 141 C Ins/Del, Taq 1A, Taq IB) or dopamine metabolism
enzymes such as catechol-O-methyltransferase (COMT
GIS5BA).

The density of striatal dopamine DRD2 varies among
healthy subjects. This variability might be due to both
environmental and genetic factors. Arinami et al. (1997)
have reported that the — 141 C Del allele decreases the
promoter activity of the DRDZ2 gene, while other studies
report an inverse association (Jonsson et al., 1999). The
mfluence of other polymorphisms of the DRD2 gene
{TaqlA and TagIB polymorphisms) on the transcrip-
tional activity and density of the DRD2 remains
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controversial (Laruelle et al., 1998; Pohjalainen et al.,
1998; Thompson et al., 1997).

Little work has been done to investigate the relationship
between the DRD2 polymorphism and the risk of EPS.
Association studies between the — 141 C Ins/Del polymor-
phism and EPS susceptibility have generated conflicting
results (Inada et al., 1999: Mihara et al., 2001 Kaiser etal..
2002: Nakazono et al.. 2005). No associations have been
described for the TaglA or the TaglB polymorphism
(Mihara et al., 2000; Kaiser et al.. 2002).

COMT metabolizes catecholamines such as dopamine
and catechol drugs such as L-DOPA. An amino acid
alteration determines the activity of the enzyme. A G-to-A
transition at codon 158 of the COMT gene results in a
valine-to-methionine substitution that renders COMT
(COMT") more thermolabile and less active at physiolog-
ical temperatures (Lotta et al., 1995). Its functionality has
led to extensive research on the G158A polymorphism in
terms of schizophrenia risk, but with ambiguous findings
(Glatt et al., 2003; Owen et al., 2004; Fan el al., 2005).

The COMT gene is transcribed from two promoters
(P1 and P2). resulting in a cytoplasmatic form (soluble,
S-COMT, transcribed from P1) and a membrane-bound
form (MB-COMT, transeribed from P2) (Tenhunen et al.,
1994), Although both variants are widely expressed at
varying levels, MB-COMT appears the predominant form
in bramn (Reenila and Mannisto, 2001). It has theretore
been suggested that genetic variants in the P2 promoter
could lead to alterations in brain COMT protein levels, via
enhancement or suppression of transcription, and that
such alterations would act as disease-predisposing var-
iants (Palmatier et al., 2004). Recently, a variant in the
P2 promoter (—278 A/G), which had a slight effect on
enzyme activity (Chen et al., 2004), has been related to
psychotic disorders using COMT haplotypes (Funke
et al, 2005).

We hypothesized that carriers of COMT-defective
alleles (COMT 158A and COMT -278G) might have
greater dopamine availability than normal COMT homo-
zygotes, as a result of which APs would compete more
strongly forthe DRD2 blockade and be less likely to cause
acute EPS.

2. Materials and methods
2.1, Subjects

Patients receiving AP therapy (#n=268) wererecruited
in the Psychiatry Service of the Hospital Clinico (Bar-
celona, Spain) over a period of 3 years (2002-2004). Of
the total group. 195 subjects were diagnosed as having
schizophrenia (n=133) and related disorders (n=21
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schizoaffective disorder; n=29 acute psychotic disorder;
n=10 delusional paranoid disorder. n=2 schizotypical
disorder). Among the remaining subjects, 42 were
diagnosed as having bipolar disorders using DSM-IV
criteria (American Psychiatric Association, 1994), and
31 had other diagnoses (including personality disorder,
psychotic depression, behavior disorder, mild cognitive
impairment, and obsessive—-compulsive disorder). Infor-
mation on age, gender, smoking and substance abuse
was recorded. All participants in the study were
Caucasians living in Catalonia, Spain. Other ethnic
groups was excluded. Written informed consent was
obtained from each subject. This study was approved by
the Ethics Committee of the hospital.

2.2, Status of extrapyramidal symptoms

Acute EPS induced by AP medication were evaluated
using the Simpson-Angus Scale (Simpson and Angus,
1970). Eighty patients presenting with EPS (Simpson-
Angus >3) during the hospitalization period were
considered cases. The remaining |88 patients presenting
without EPS (Simpson-Angus =3) in the same period
were considered as controls. The pertod of treatment was
at least 15 days. Patients treated with AP drugs for less
than 15 days and who did not present EPS (controls)
were discarded. Patients receiving anticholinergic treat-
ment. antidepressants or mood stabilizers were also
discarded. The inpatients were observed for 48 h
(without AP medication) following adnission, n cases
of both acute exacerbation and first psychotic episodes.

2.3. AP Dosage

The daily AP dosage was calculated as chlorproma-
zine-equivalent daily dose (CEDD) (Woods, 2003).
AmiSulpride (n=4) and Long Acting Injectable Risper-
idone (LAIR) (n=2) conversion was not possible because
there are no tables available. The total calculated CEDD
included dosage additon when two APs were adminis-
tered together (cases n=8. controls n=29). This total
CEDD was categorized into the following three groups:
low =200 mg. medium 201 -399 mg, and high =400 mg.
In this new variable (CEDD), we include the AmiSulpride
(low =25 mg, medium 25-50 mg, high =50 mg) and
LAIR (low =400 mg medium 401-599 mg, high
=600 mg) dosage in each corresponding category.

We categorized each AP drug for its EPS potency in
three categories high, medium or low (Baldesarini and
Tarazi, 2001; Florez, 2003: Gardner et al., 2005), For
zuclopentixol, data were collected from Laboratories
Duphar-Nezel (Sovany) (Table 1).

2.4. Experimental procedures

DNA was isolated from 300 pl from samples of total
blood extracted using standard techniques.

2.4.1. TaglA, TaqlB Genotyping

The genomic sequence of 310 pb spanning the
polymorphic TaglA site of the DRD2 gene was ampli-
fied by polymerase chain reaction (PCR) with the
primer pair 5'-CCGTCGACCCTTCCTGAGTGT-
CATCA and 5'-CCGTCGACGGCTGGCCAAGT-
TGTCTA (Noble et al., 1994). The oligonucleotide
primers 5'-GATACCCACTTCAGGAAGTC and 5'-
GATGTGTAGGAATTAGCCAGG were used to am-
plify a 459 bp fragment which included the TagIB
polymorphism in the DRD2 gene (Castiglione et al.,

Table |

Distnbution of different AP drugs and their AP-EPS potency used
among cases and controls, mean and standard deviation of the AP
dosage caleulated and categorized as CEDD and AP-induced EPS in
CASES group

AP drug' AP-EPS Cases Controls
potency” (n==80) (n=18%)

Rasperidone 2 47 (60%) B3 (44%)

Halopendol 3 13 (16 %) 9 (4%

Clozapine | I 1%a) 24 (12%)

Amisulpnde 2 3 (3%) I (0.5%)

Olanzapine 1 3(3%) 32 (16%)

Zuclopentixol z 5 (6%) 1 (0.5%)

Ziprasidone | 4 (5% 10 (3%)

Quetiapine | I 1%a) 24 (12%)

LAIR 2 1 (1%) I (0.5%)

Trilluoperzme i 1 (L5%)

CEED*

Low dose 142.7£48 162.7+48
(m=0: 12%) (=38, 31%%))

Medium dose 296,630 200,7+33
(n=236; 49%)°  (n=68; 37%)°

High dose 5643+ 138 347.1+147
(n=29;38%)  (a=57; 30%)°

Total 3R2.8+184 329+179
(=741 (=183

Eps’

Dy stonia 12 (24%)

Ragdity 9 (18%)

Tremor 1 (2%)

Bradykinesia 27 (34%)

Dy skinesia 1 (2%)

'2 cases and 2 conwols missing 2AP-EPS potency calculated as de-
seribed in Materials and methods *CEDD caleulated as deseribed in
Materials and methods *6 cases and 5 controls missing because no AP, no
dose or no conversion available; "ANOVA P< (0,001 *P=0.03; 7 30 cases
with deseribed but not specified EPS.
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Table 2

Deserptive and multivanate analysis of A) the AP dosage dependent nsk for EPS; B) the AP-EPS potency dependent nsk for EPS

A Lafuente et al. / Psychiatry Research 161 (2008) 131-14]

All AP treated patients Schizophrenia Bipolar disorders
EPS No EPS EPS No EPS EPS Np EPS
=80 n=188 n=49 n=146 n=22 n=20
A) CEDD' m/N (%)
Low L0/76 (13.1) 58/184 (31.5) 6/46 (13) 45/143 (31.4) 321 (14.3) 2120 (109
Medium 37776 (48) 69/184 (37.5) 25/46 (34.3) 55/143 (38.4) 721 (33.3) 920 (45)
High 20/76 (38.1) 577184 (31) 15/46 (32.6) 43/143 (30) 1121 (52.4) 0720 (45)
OR Cl P OR Cl F OR Cl P
Medium kR L4-6.8 (004 14 1.3-9 0014 0351 (.64 1.5
High 29 | 3-66 (1009 26 0.9-7.4 (069 el 0.11-59 IR
B) AP—EPS Potency” /N %
Low 9/78 (11.5) G0/ 186 (48.4) 547 (10.6) 69/ 145 (47.6) 421 (19.1) (/20 (30)
Medium S56/78 (TL.T) 86/186 (46.2) 3447 (723) HE/145 (46.7) 14/21 (6b.6) 127200 (60
High 1378 (16.6) L0/186 (5.3) 847 (17.1) B/145 (5.5) 321 (14.3) 2020010y
OR Cl P OR 1 P OR (5] P
Medium 6.4 29-13.7 0,000 6.4 2.5-18.7 .000 1.7 04-77 4
High 13 4.4-37.9 (L0 13 3.6-524 Ch.CHOR) 22 0.2-20.1 (.4

'4 cases and 4 controls missing because no AP or dose information; *2 eases and 2 controls missing because no AP information.

1995). The PCR product was digested with Tagl re-
striction enzyme (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for

the TaqlA and TaqlB polymorphisms.

Table 3

24.2 =141 C Ins/Del genotyping
The genomic sequence of 304 pb of the 5'-flanking

region of the DRDZ2 gene was amplified using the primer

Descrptive distribution of genotypes and allele frequencies studied in cases (EPS) and controls (No-EPS), and multivanate analysis of the different
alleles (TaglA, — 141 C Ins/Del, and COMT A-278G.G158A) dependent risk for EPS

Cases n/N (%)

Contol m/N (%)

" 3
Multivariate analysis™

Tagla/in' OR Cl P
Homozygote A A, total 2/801(2.5) 1R (1.5) 09 0.1-1.7 [
Heterozygote A Asftotal 270801 (33.7) 68188 (36.1) 0.7 0.4-1.5 (e
Allele A gequency 31160 (19.3) 74376 (19.6) 08 0.45-1.5 03
=141 C Ins/Del OR [& P
Homozygote DelDel/total - — - = -
Heterozygote InsDel/otal 14/80 (17.5) 24/188 (12.7) 0o 0.4-2.1 0.8
Allele Delgegency 14/ 160 (8.7) 24/376 (6.3) 0.9 0.4-2.1 0.8
COMT G138A OR Cl P
Homozygote COM 1™ otal 13/80 (16.2) IB/188 (20.2) 0.4 0.2-1.3 1.1
Heterozygote COMT* o] I6/80 (45) LO3/188 (54.8) 04 (.2-0.9 0.04
Allele COMT" gy 62/160 (38.7) 1794376 (47.6) 0.6 0.4-1 0.07
COMT A-278G OR Cl P
Homozygote COMT %otal 14/80 (17.5) 36/188 (19.1) 0.9 0.4-2.1 0.8
Heterozygote {_“t)M'J"‘“ﬁmral 20/80 (36.2) S1/188 (43.1) 0.6 0.3-1.3 0.2
Allele COMT® foqency 57/160 (35.6) 153/376 (40.6) 0.8 0.6-1.3 0.3

"Tag A and Tagl B showed linkage disequilibium. Same results were obtained for both polymorphisms. *Each analysis is an independent multivariate
adjusted by age, dosage (CEDD including categories for LAIR and Amisulprde) and AP-EPS potency. “Polytomous analysis for genotypes,
MNonsignificant after Bonferroni’s correction.
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Table 4
Analysis of the COMT" allele and genotype dependent risk for EPS in 1) schizophrenia patients; and 2) bipolar disorders patients

1) Schizophrenia'

Cases n/N (%a) Controls a/V (%) OR ClI P
*COMT" Homozygote 11/49 (22.4) 27/146 (18.4) 10 0.3-33 0.5
2COMTY Heterozygote 23/49 (46.9) 82/146 (36.1) 0.7 0.3-19 0.9
COMT" Allele 43/98 (45.9) 136/292 (46.5) 0.9 0.5-1.7 0.9

2} Bipolar disorder

Cases n/N (%a) Controls a/N (%) OR 1 P
2COMT" Homozy gote 2/22 (% 720 (35) 0.00 0.0-0.6 0.017
2COMTY Heterozypote §/22 (36.3) 9720 (43) 02 0.0-13 0.1
COMT" Allele 12/44 (27.2) 23/40 (57.5) 0.3 0.1-0.8 0.01?

lAd_iustud by age, dosage (CEDD meludmg categones for LAIR and Amisulpnde) and AP-EPS potency. 1Pui_\-wm analysis. "S:gniﬁumu after

Bonferroni’s correction.

pair 5-ACTGGCGAGCAGACGGTGAGGACCC and
STGCGCGOGTGAGGCTGCCGGTTCGG (Arinami
et al., 1997). The PCR product was digested with BsiNI
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA).

2.4.3 COMT G1584 genotyping

A 237 bp fragment of the COMT gene including the
polymorphism was first amplified by PCR using the
primer 5-TACTGTGGCTACTCAGCTGTGC and 5'-
GTOGAACGTGGTGTGAACACC (Mas et al., 2003).
The PCR were digested with Nlalll (New England
Biolabs, Ipswich, MA. USA).

2.4.4. COMT -278A4/G genotvping

DNA was amplified with the primers 5-TAG TAA
CAG ACTGGG CAC GAA and 5-GTT CAA AGG
GCATTT ATCATG (Norton et al., 2002). The PCR pro-
duct was digested with Hindlll (New England Biolabs,
Ipswich, MA).

2.5, Statistics
Data were analyzed using SPSS11.01 (statistical ana-

lysis software). Sample sizes were established on the basis
of control genotype frequencies from previous studies of

Table 5
COMT haplotype percentages and haplotype-specific P values

Caucasian samples, Calculations assumed a 5% level of
significance, 80% power and an EPS risk of 2 associated
with carrying the studied allele. Means and standard
deviations were computed for continuous variables.
Univariate analysis was used to identify clinical factors
associated with EPS. Multivariate analyses (multiple
logistic regression) were used to estimate the independent
contribution ofeach varable identified through univanate
analysis to the risk of EPS. Confidence limits for the
adjusted odds ratio were calculated with the associated
logistic coefficients and standard errors. We used
Bonfemroni’s correction for multiple testing in the analysis
of the alleles and genotypes, taking into account that we
analyzed four polymorphisms (TaglA and TagIB were in
complete linkage disequilibrium, and we only analyzed
the TaglA associated risk) in two loci (DRD2Z and
COMT). Taking this correction into consideration,
P=0.01 was considered statistically significant. The
linkage disequilibrium analyses were performed with
the genetics package of the R statistical software (version
2.4.0). Haplotypes for the COMT gene were estimated
from the unphased genotypes, and their frequencies were
calculated using the expectation-maximization (EM)
algorithm in the haplo.stats package of the statistical
software R. Haplotype associations were explored using

COMT alleles All Schzophrenia Bipolar disorders

A-278G G158A No-EPS EPS P No-EPS EPS P No-EPS EPS P

A G 193 48.3 0.04 403 46.5 .23 i 537 .03
A A 197 15.9 .29 198 21.0 0,78 189 1.1 {006
G G 13.1 12.2 0.77 133 85 i.l6 114 225 fi8
G A 270 236 0.29 240 24.0 0.57 86 299 .09

"Haplotype-specific P values.

*permuted P value 0.12. *Pemuted P value 0,09, *Pemuted £ value 0.01.
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score tests that account for linkage phase ambiguity
provided m haplo.stats. In the haplotype analysis we used
permutations (10,000 cyeles) to correct for multiple test-
mg, using the Haploview 3.2 program (Barrett et al.
2005),

3. Results

The psychiatric diagnostic of cases (patients treated
with APs who presented with EPS) revealed 69% of the
patients with schizophrenia or related disorders and 30%
with bipolar disorder. In the control group (patients
treated with APs without EPS), 87.9% were diagnosed
as schizophrenia patients and 12% as bipolar disorder
patients. The cases and the controls had similar
distribution in terms of gender and smoking patterns,
or substance abuse. Age was significantly different
between cases (32.6+13) and controls (37.6+16) m the
overall (P=0.01) and in the schizophrenia subgroup
(cases 29.7+9: controls 35.1+14; P=0.02), but not
among the bipolar disorder patients (cases 38.05+18;
controls 45.06+18). This difference compelled us to
adjust the multivariate analysis for this factor.

Table | shows the different EPS in the cases group,
bradykinesia being the most prevalent form, followed
by dystonia. As shown in Table | patients received
different AP treatments. Distnbutions of ditferent APs
between cases and controls and between schizophrenia
and bipolar disorder patients were similar. Table 1 also
shows the mean and standard deviation of the AP dosage
calculated as CEDD and categorized in three subgroups
(low, medium, high). Table 2 shows a multivariate
analysis of the AP dosage and AP-EPS potency
dependent risk for EPS. Differences were observed in
dosage and AP-EPS potency between patients present-
ing or not presenting EPS when all the patients were
analyzed together and in the schizophrenia subgroup.

The genotype and allele frequencies of the various
genetic polymorphisms studied (TaglA, TagIB. — 141 C
Ins/Del for DRD2 gene; G158A and A-278G for COMT
gene) in cases and controls are shown in Table 3.
Linkage disequilibrium (LD) between the polymorph-
isms of the DRD2 and COMT genes was assessed in
cases and controls via Lewontin’s D' statistic. Taq TA
and TaglB were in complete LD (D'=1). TaqlB and
TaglA showed modest LD with —141 C Ins/Del (D'=
0.53 and D'=0.56, respectively). No LD was observed
between the two COMT markers (2 =0.4 in the overall
group; D'=041 in the schizophrenia group; D'=0.53
in the bipolar disorder group). To explore potential
associations of these alleles with EPS, we used
multivariate analysis, adjusted by categorized dosage.
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AP-EPS potency and age, as shown also in Table 3. No
significant differences were observed in the susceptibil-
ity to AP- induced EPS among the different alleles of the
DRD2 gene (TagqlA. TagIB. — 141 C Ins/Del). However,
the COMT G158A polymorphism was associated with
EPS susceptibility. The COMT" allele conferred to
heterozygotes (OR 0.4, P=0.04) a reduction of EPS risk
of 60%. After Bonferroni’s comrection for multiple allele
testing, this association was nonsignificant.

We stratified the patients. cases and controls, into two
groups on the basis of their diagnosis: 1) schizophrenia
and related disorders and 2) bipolar disorders. As shown
in Table 4. the association between the COMTGI58A
polymorphism and EPS disappeared in the schizophre-
nia group but remained strong in the minority bipolar
disorders group. In those patients the COMT" allele
conferred a reduction of EPS risk of 70% (OR 0.3,
P=0.01). This association remamed significant after
adjustment for multiple allele testing using Bonferroni's
correction.

The various polymorphisms of the DRD2 gene and
the COMT A-278G showed no significant differences in
the susceptibility to AP-induced EPS in the two groups:
schizophrenia (TaglA, allele, OR 1.0, P=0.9, CI 0.53~
1.94; =141 C Del allele, OR 0.9 P=0.9, CI 0.35-2.6;
COMT -278G allele OR 1.1. P=0.6, C1 0.6-1.9) and
bipolar disorders (TaglA, allele, OR 0.3, P=0.1, CI
0.08-1.3; — 141 C Del allele, OR 0.3, P=0.3, CI 0.06~
2.6; COMT -278G allele OR 0.4, P=0.1, C10.1-1.4).

We have inferred four different haplotypes from the
COMT genotype data of our sample (Table 5). Haplo-
type A-G was significantly overrepresented in the No-
EPS group (P=0.04) and could provide protection.
After correction for multiple comparisons, this associ-
ation remained significant only in the bipolar disorder
group (P=0.03). The opposite haplotype (G-A) was
overrepresented in the bipolar cases group and could be
considered a risk factor, although the differences were
not significant (P=0.09). Haplotype A-A., with the
thermolabile form of COMT, was significantly different
in the bipolar subgroup (£=0.006) 1n a similar manner to
when the genotypes were analyzed alone (COMT" allele).
However, after multiple test comection by permutations,
these differences remained significant only for the A-A
haplotype in the bipolar disorder group.

4. Discussion

Pharmacogenetics studies in psychopharmacology
entail complex trials due to the multiplicity of diagnoses,
treatments and dosage used, and to the large number of
confounding factors (duration of treatment, concomitant
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medication, previous medication, and compliance).
Therefore, the recruitment of homogeneous participants
for these studies is a complex process. Ours is a
prospective cohort study in which the patients were
recruited at the moment of admission to our Hospital. In
order to make our population more homogeneous, we
excluded patients receiving anticholinergic treatment,
antidepressants or mood stabilizers. To avoid the
interference of previous medication, the inpatients
were, at the time of admission, observed for 48 h
{without AP medication). The inclusion criteria included
a minimum of 15 days of treatment, which allowed us to
identify acute EPS. Compliance was monitored in
accordance with established nursing protocols. In the
present study several medications were used. at several
doses. In this situation, dose equivalence estimations are
applied in the statistical analysis to homogenize the data.
Dose equivalences for typical and atypical antipsychotic
drugs, using chlorpromazine-equivalents, are common-
place in psychophamacology, and have been used in
several pharmacogenetic studies (Murray, 2006: Ozde-
mir etal., 2006). Furthermore, we categorized the CEDD
values in three groups (high, medium and low dosage) as
described previously (Lafuente etal., 2007), to adjust the
statistical analysis for this new variable.

The COMT polymorphism has been widely studied
as a susceptibility gene for both schizophrenia risk and
AP-induced adverse effects, both because of its role in
monoamine metabolism and because the main genetic
variant associated is functional.

This functional polymerphism has been examined in
schizophrenia patients with TD (Herken et al., 2003:
Matsumoto et al., 2004; Lai et al., 2005) and in relation
to EPS susceptibility with negative results (Inada et al.,
2003). The COMT" carriers metabolize dopamine more
slowly than the homozygotes for the nommal allele, and
these individuals may therefore have greater dopamine
availability. In this situation, the AP would have to
compete with a greater amount of dopamine for the
oceupancy of the DRD2 and would therefore be less
likely to cause EPS. Therefore, the COMT" allele may
act as a protective factor for EPS.

In animal models dopamine methylation via COMT
has an important role in prefrontal dopamine metabolism
in the cortex, but less so in the striatum, where EPS are
generated (Karoum ef al., 1994; Huotari et al., 2002).
Prefrontal dopamine postsynaptic inactivation seems to
occur primarily vig diffusion and methylation by COMT.
In both humans and mats, Matsumoto et al. (2003)
showed higher densities of COMT mRNA in the
prefrontal cortex than in the striatum. These results are
consistent with other immunochemical data showing that

low levels of COMT protein were detected in dopaminergic
nerve terminals in the striatum (Kastner et al., 1994), The
synaptic action of dopamine in the striatum 1s terminated
primarily by transporter reuptake into presynaptic terminals
and recycling into secretory vesicles (Giros et al., 1996). In
the cortex, in contrast, dopamine transporters appearto play
little role in dopamine reuptake (Mazei et al., 2002) and are
only weakly expressed (Sesack et al., 1998),

Consistent with the hypothesis of abnormal prefrontal
dopamine signaling in schizophrenia, the COMT G138A
genotype has been correlated with prefrontal cortex func-
tion (Egan et al, 2001; Malhotra et al.. 2002; Rosa et al.,
2002), Given the effect of the COMT genotype on
prefrontal information processing, which regulates striatal
dopamine activity (vide supra) (Carr and Sesack, 2000),
this polymorphism may also mfluence the activity of
striatally projecting dopamine neurons, and thus EPS
susceptibility.

Therefore, the COMT genotype may contribute to
AP-induced EPS risk not only because of its biological
effects on dopamine availability in the synaptic cleft, but
also because of indirect and complex downstream
effects on dopamine regulation between the prefrontal
cortex and the striatum.

When our populations were stratified by diagnosis, the
COMT dependent risk in the bipolar subgroup remained
with the same strength. The COMT polymorphism has
been identified as a common susceptibility gene for both,
bipolar disorder and schizophrenia (Shifman et al., 2004).
Linkage and epidemiological findings have led to the
suggestion that the genetic models of schizophrenia and
bipolar disorder could overlap (Maier et al., 2005).
However, the literature suggests that patients with bipolar
disorders have a higher risk of developing acute EPS and
TD than patients with schizophrenia when they are treated
with AP (McIntyre and Konarski, 2005; Cavazzoni et al.,
2006). In this subgroup neither the dose nor the type of
drug had the same influence on the risk for EPS as that
found in the general group or in the schizophrenia group.
This indicates there may be different risk factors in the
bipolar disorder patients, such as dopamine availability.
According to the dopaminergic theory for schizophrenia
(Weinberger, 2003), there may be an excess of dopamine
in the bramns of schizophrenia patients, including the
striatum, where EPS are generated. In these patients, the
possible differences in dopamine metabolism induced by
the COMT genetic polymorphism may not be crucial
because of their dopamine excess. Conversely, in bipolar
disorders where dopamine may not be in excess in the
brain, slight variations in dopamine metabolism may be
critical. In these patients, the COMT polymorphism could
contribute to the EPS risk. However, data on AP-induced
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EPS, especially with atypical APs, in bipolar disorders are
still limited, since AP therapy has been applied only
recently in mood disorders.

The frequencies of the four COMT haplotypes inferred
in our study are consistent with those obtained by Funke
etal. (2005) in a similar psychiatric Caucasian population,
The haplotype analyses revealed an association of the A—
G haplotype (with the two normal alleles for the COMT
A-278G and COMT G158A polymorphisms) and risk of
developing EPS. Conversely, the A-A haplotype (with
the normal vanant for the COMT A-278G and the
defective allele for the COMT G158A) was associated
with EPS protection in the bipolar disorder subgroup. The
G-A haplotype with the two defective alleles was
predominant in the No EPS group of bipolar disorder
patients, although the differences were not significant.
This is interpreted as showing that the “G” allele of the
COMT GI158A polymorphism is the main factor
responsible for EPS risk, whereas the “A” allele of the
COMT A-278G polymorphism does not appear to
modulate the EPS risk. In addition, the D' values show
low LD between both markers. In this situation the
probability of recombination between the two poly-
morphisms is high, which would explain their mutual
independence.

Our results are in agreement with those reported in a
recent study with a Spanish population (Molero et al.,
2007). Their results show an influence of the COMT
G158A polymorphism on the psychotic symptomatol-
ogy of schizophrenia and the response to the treatment.
Briefly. the COMT 158A allele was associated with a
worse response lo treatment. Although they analyze
other polymorphisims in the COMT gene, including one
close to the COMT A-278G (also with low LD with the
COMT GI58A), the COMT GI58A polymorphism has
the greater influence on the AP response (Molero et al.,
2007).

In our study, age is a protective factor for EPS. PET
receptor studies demonstrated a relation between the
blockage of dopamine D2 receptors and incidence of
EPS and a significant relationship between the number
of these D2 receptors and age (Lewis, 1998). Therefore,
lower age is described as a risk factor for AP-induced
EPS, which was confirmed in our study, although the
mean differences between the cases (x=32.6) and the
controls (¥=37.6) were minimal.

In addition to age, dosage and DRD2 affinity are
well-known risk factors for AP-induced EPS (Weiden,
2007). In our study, higher dosage. categorized as
chlorpromazine-equivalent daily dose (CEDD). and
DRD?2 affinity, categorized as AP-EPS potency, were
identified as risk factors for AP-induced EPS.
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We did not find any association between the genetic
polymorphism in the DRD2 gene (TaqlA, TaqlB and
=141 C Ins/Del) and AP-induced EPS. Our initial
hypothesis assumed a greater risk for EPS in patients
with lower striatal DRD2 density (TaglA, TaqIB) versus
patients with high density (- 141 C Ins/Del). However,
our results could be attnbutable to other causes;

® We based our hypothesis on genotype-phenotype
studies which were done in healthy patients, and we
could not extrapolate this to schizophrenia patients.
In fact, in schizophrenia patients, an excess of DRD2
has been described m the caudate but not in the
striatal form,

e AP-induced EPS could be influenced by blockage of
another D2-like receptor (D3 or Dd),

® Drug availability could be more imporntant for EPS
susceptibility than the availability of dopaminergic
receptors. In fact, the association of the EPS with the
dosage reported in this study indicates this may be
the case.

Furthermore, association studies between the DRD2
polymorphism and risk of EPS susceptibility generated
conflicting results. Mihara et al. (2001) found no
influence of the — 141 C Ins/Del polymorphism on the
occurrence or severity of EPS effects in 52 Japanese
schizophrenia patients treated with bromoperidol or
nemonapride. On the other hand, Inada et al. (1999)
have reported that the frequency of the Del allele tends
to be higher in schizophrenia patients who developed
EPS. Similarly, in a recent study of 19 schizophrenia
patients, Nakazono et al. (2005) concluded that risk of
EPS may be mcreased n patients with the — 141 C Del
allele. However, Kaiseret al. (2002), in a cohort study of
655 patients with schizophrenia, found no association
between several DRD2 polymorphisms (—141 C Ins/
Del, TaqlA., TaqlB, TaglD, Val96Ala, Pro310Ser.
Ser311Cys, G423A) and EPS symptoms. Abnomal
Involuntary Movement Scale scores, akathisia and acute
dystonia. With regard to the TaglA polymorphism,
Mihara et al. (2000) have reported that the allele Al is
not associated with the meidence of EPS.

This is the first time that an association between the
COMT polymorphism and EPS susceptibility has been
reported. To date, the COMT polymorphism has been
examined in schizophrenia patients with TD but not in
relation to EPS susceptibility (Herken et al.,, 2003;
Matsumoto et al., 2004; Lai et al., 2005). Our results
suggest that both drug availability and dopamine
availability are risk factors for AP-induced EPS. In
agreement with these results, pharmacogenetic studies
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conducted to analyze polymorphisms in genes respon-
sible for dopamine metabolism (COMT) or AP drug
metabolism (CYP2D6 and CYP3 A4) will be useful.

The present study increases our understanding of the
adverse effects discussed and of schizophrenia and bi-
polar disorders per se. Although the group of patients
studied (without antidepressant treatment) may not be
representative of all patients, our results should be con-
sidered and bome in mind, if we take into account the
increased use of AP drugs in bipolar patients in both the
acute manic and the depressive phases. Mood stabilizers
such as lithium or valproic acid are used as first-line
therapy for treatment of acute mania. However, surveys
of treatment practices for acute mania suggest that up to
90% of patients with acute mania are treated with a
combination of mood stabilizers and APs (Miller et al.,
2001). On the other hand, bipolar depression has tra-
ditionally been treated with medications known to be
effective for unipolar depression, such as conventional
antidepressants (serotonin reuptake inhibitors, bupro-
pion, serotonm-norepinephrine reuptake inhibitors).
However, due to the suspected risk of induction of
manic switch or rapid cycling, antidepressants are not
recommended as monotherapy for acute or long-term
treatment of bipolar depression. Treatment options
include AP drugs, especially atypical AP (Berk and
Dodd, 2005; Calabrese et al., 2005). We should bear in
mind that patients with mood disorders are more at risk
for EPS than schizophrenia patients (Mclntyre and
Konarski. 2005; Cavazzoni et al.. 2006). Therefore, the
reduction of EPS risk for the COMT" allele carriers is
crucial clinical information for the management of EPS
mn bipolar disorders.
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RESUMEN:

Falta de asociacion entre efectos extrapiramidales inducidos por antipsicoticos y
polimorfismos en genes que participan en el metabolismo y transporte de la

dopamina.

Objetivos: EIl objetivo de este estudio fue estudiar la relacién entre varios
polimorfismos funcionales de genes que codifican para enzimas que participan en el
metabolismo y transporte de la dopamina (MAO-A 30bp-VNTR; MAO-A 941T>G;
MAO-B A/G intrén 13; ACE Ins/Del; DAT 40bp-VNTR; DAT -67A/T) y la incidencia

de efectos extrapiramidales (EPS) inducidos por antipsicdticos.

Métodos: De una cohorte de 321 pacientes con trastornos psicdticos que recibia terapia
antipsicdtica, 81 casos que desarrollaron, EPS(Simpson-Angus >3), y 189 controles que

no presentaron estas sintomatologia, (Simpson-Angus <3), participaron en el estudio.

Resultados: La dosis del antipsicotico y su potencia para bloquear el receptor de
dopamina D2 (DRD2), se identificaron como factores de susceptibilidad de los EPS, asi
como otros factores de riesgo bien conocidos tales como la edad y el diagnostico. Sin
embargo, no encontramos ninguna asociacion entre los alelos, los genotipos o los

diplotipos estudiados y el riesgo de EPS.

Conclusiones: No hemos encontrado ninguna evidencia que indique que polimorfismos
de genes que codifican para enzimas que metabolizan o trasportan la dopamina den

predisposicion o proteccion para los EPS.
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Abstract

The purpose of this study was to investigate the relationship between several functional
polymorphisms in genes coding for dopamine metabolism and transport enzymes (MAO-A VNTR;
MAO-A 941T>G; MAO-B A644G; ACE Ins/Del; DAT VNTR; DAT -67A/T) and the incidence of
acute antipsychotic (AP)-induced extrapyramidalism (EPS). From a cohort of 321 psychiatric
inpatients receiving AP therapy, 81 cases presenting with EPS (Simpson-Angus >3) and 189 controls
presenting without EPS (Simpson-Angus <3) participated in this study. AP dosage and AP dopamine
receptor D2 (DRD2) blockade potency were identified as susceptibility factors for the incidence of
AP-induced EPS, along with other well-known risk factors such as age and diagnosis. However, there
was no association between the alleles, genotypes or diplotypes studied and AP-induced EPS. We did
not find evidence for involvement of polymorphisms in genes coding for dopamine metabolism and

transport enzymes in the predisposition to or protection from AP-induced EPS.
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1. Introduction

Antipsychotic (AP) treatment-emergent extra pyramidal symptoms (EPS) are frequent and serious
acute adverse reactions to AP drugs. Even though the exact mechanism underlying EPS is not clear,
striatal dopamine D2 receptor (DRD2) blockade is believed to be the principal cause (Kapur et al.,
2000). Several studies have tried to identify potential risk factors for developing EPS, such as younger
age (Lewis, 1998), male gender (Dayalu and Chou, 2008) and psychiatric diagnosis, especially mood
disorders (McIntyre and Konarski, 2005). Other predictors of EPS are the antipsychotic dosage and
the antipsychotic potency of DRD2 blockade (Farde et al., 1992; Remington and Kapur, 1999).

More recently, genetic factors have also been considered, including the possible relationship
between AP-induced acute EPS and the CYP2D6 genotype (Crescenti et al., 2008). Although not
conclusive, the results suggested a relationship between the CYP2D6 poor metabolizer genotype and
EPS, as shown in other similar studies, and demonstrated the importance of pharmacokinetic
variability (Scordo et al., 2000; Brockmoller et al., 2002; Jaanson et al., 2002; Inada et al., 2003).
However, the CYP2D6 genotype alone fails to identify all probable cases and other explanations for
the occurrence of EPS include genetic variability in AP targets and related molecular structures.
Previous findings in our group have demonstrated that genetic variability that affecs dopamine
availability, such as that in enzymes involved in neurotransmitter metabolism (Cathecol-O-
Methyltransferase COMT), could be more important for AP-induced EPS than genetic variability in
AP targets (DRD2) (Lafuente et al., 2008). These results led us to hypothesize that those genes
involved in the metabolism and transport of AP and dopamine are key regulators of their ability to
blockade the DRD2, and therefore, are good candidate genes to predict AP-induced EPS. Several
enzymes participate in the metabolism and transport of dopamine, regulating their availability in the
synaptic cleft, such as monoamine oxidase (MAOQO), angiotensin converting enzyme (ACE) and
dopamine transporter (DAT).

MAUO is a mitochondrial enzyme involved in the degradation of dopamine. There are two types of
MAO: MAO-A and MAO-B (Grimsby et al., 1991). A 30-bp variable number of tandem repeats
(VNTR) in MAO-A is associated with their transcriptional activity (Deckert et al., 1999). A second
polymorphism in exon 8 (941T>G) alters MAO-A activity (Norton et al., 2002). The most common
polymorphism of MAO-B, associated with lower activity of the enzyme, is a single base change
(A644G) in intron 13 (rs1799836) (Kurth et al., 1993).

ACE catalyzes the conversion of angiotensin I to angiotensin II (Ang II) in the renin-angiotensin
system. Ang Il is a neurotransmitter that interacts with dopamine, and stimulates dopamine release and
dopamine turnover (Crescenti et al., 2008) from striatum in rats. An insertion/deletion (I/D)
polymorphism in an ACE intron is associated with ACE levels (Rigat et al., 1990).

DAT mediates the active reuptake of synaptic dopamine into neurons. A 40bp-VNTR has been
described in the 3’ untranslated region of the DAT gene (SLC643) and has been related to AP-induced
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EPS (Guizey et al., 2007). Other polymorphisms that may explain DAT variability include a
polymorphism in the SLC643 promoter region (-67 A/T) (Khodayari et al., 2004).

The purpose of this study was to investigate the relationship between several functional
polymorphisms in genes coding for dopamine metabolism and transport enzymes (MAO-A VNTR;
MAO-A 941T>G; MAO-B A644G; ACE Ins/Del; DAT VNTR; DAT -67A/T) and the incidence of
acute AP-induced EPS. Our hypothesis assumes that AP-treated schizophrenic patients who develop
EPS may have less dopamine available in the synaptic cleft, which may translate into lower
competence of the AP drug to blockade the DRD2. Therefore such patients should have higher
frequencies of alleles coding for the more active forms of those enzymes (MAO-A VNTR-4*R; MAO-
A 941G; ACE Ins; DAT VNTR-9*R; DAT -67A).

2. Material and Methods
2.1. Subjects

A cohort of 321 psychiatric inpatients receiving AP therapy was recruited consecutively in the
Psychiatry Service of the Hospital Clinico (Barcelona, Spain) over a period of three years (2002-
2004). 270 subjects of this cohort participated in the pharmacogenetic study of EPS presented here.
197 subjects were diagnosed as having schizophrenia (n=133) and related disorders (n=21
schizoaffective disorder; n=29 acute psychotic disorder; n=10 delusional paranoid disorder; n=4
schizotypical disorder). 42 were diagnosed as having bipolar disorders using DSM-IV criteria
(American Psychiatric Association, 1994), and 31 had other diagnoses (including personality disorder,
psychotic depression, behavior disorder, mild cognitive impairment, and obsessive-compulsive
disorder). Diagnoses of cases were established using the SCID-DSM-IV version. The reliability and
validity of the SCID-IV has been reported in several published studies (First et al., 1994). Information
on age, gender, smoking and substance abuse were recorded. All those participating in the study were
Caucasians, living in Catalonia. Catalonia is a region in North-east Spain with 7,210,508 habitants,
96.2% of which are Caucasians (http://www.idescat.cat/cat/idescat/publicacions/anuari/). Other ethnic
groups were excluded. Written informed consent was obtained from each subject. This study was

approved by the Ethics Committee of the hospital.

2.2. Status of extrapyramidal symptoms

Acute EPS induced by AP medication was evaluated using the Simpson-Angus Scale (Simpson
and Angus, 1970). 81 patients presenting with EPS (Simpson-Angus >3) during the hospitalization
period and/or a history of movement disorders were considered as cases. 189 patients presenting
without EPS (Simpson-Angus <3) at the time of the study or previously were considered as controls.
The period of treatment was at least 15 days. Patients treated with AP drugs for less than 15 days and

who did not present EPS (controls) were discarded. Patients receiving anticholinergic treatment,
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antidepressants or mood stabilizers at the beginning of the AP treatment were also discarded. The
inpatients were observed for 48h (without AP medication) following admission, in case of both acute

exacerbation and first psychotic episodes.

2.3. AP Dosage

The daily AP dosage was calculated as the chlorpromazine-equivalent daily dose (CEDD)
(Woods, 2003). AmiSulpride (n=4) and Long Acting Injectable Risperidone (LAIR) (n=2) conversion
was not possible because there are no tables available. The total calculated CEDD included dosage
addition when two APs were administered together (cases n=8, controls n=29). This total CEDD was
categorized into three groups: low <200mg, medium 201-399mg, and high >400mg. In this new
variable (CEDD), we included the AmiSulpride (low <25mg, medium 25-50mg, high >50mg) and
LAIR (low <400mg, medium 401-599mg, high >600mg) dosage in each corresponding category.

We categorized each AP-drug for its EPS-potency in three categories: high, medium or low
(Baldesarini and Tarazi, 2001; Flérez, 2003; Gardner et al., 2005). For zuclopentixol, data were
collected from Laboratories Duphar-Nezel (Sovany) (Table 1).

Compliance was monitored in accordance with established nursing protocols.

2.4. Experimental procedures

DNA was isolated from 300 pl of samples of total blood extracted using standard techniques. The
genotyping of MAO-A 941T/G (Norton et al., 2002), MAO-B A644G (Kurth et al., 1993; Ho et al.,
1995), ACE I/D (Crescenti et al., 2008) and DAT -67A/G (Rubie et al. 2001) was performed following
previously described methods. For the genotyping of MAO-A 30bp-VNTR and DAT 40bp-VNTR a
modification of previously described methods was applied. A multiplex PCR resolved with capillary
electrophoresis was used to genotype these two VNTRs. Briefly, a multiplex PCR using previously
described primers marked with fluorescent dyes was used to amplify genomic regions of MAO-4 (6-
FAM-5'-CCC AGC GTG CTC CAG AAA C-3', 5- GGA CCT GGG CAG TTG TGC-3', Deckert et
al., 1999), and SLC643 (VIC-5’-TGT GGT GTA GGG AAC GGC CTG AG-3" y 5’-CTT CCT GGA
GGT CAC GGC TCA AGG-3’DAT, Vandenbergh et al., 1992). Untreated PCR products were loaded
and run on an ABI Prism® 310 DNA Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)

7™ polymer in capillaries of 36 cm.

following the manufacturer’s recommendations, and using a POP-
The data were collected using the 310 Data Collection v3.0 in conjunction with the
FragmentAnalysis36POP7 (Applied Biosystems) module, and analyzed with GeneMapper v4.0
software (Applied Biosystems). The different alleles were identified automatically depending on their

color and size (MAO-A blue peaks around 209 to 269 bp; DAT green peaks around 200 to 600 bp).
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2.5. Statistics
Data were analyzed using SPSS14.05 (statistical analysis software, SPSS Inc., Chicago, ILL,

USA). Means and standard deviations were computed for continuous variables. Univariate analysis
(chi-squared test for categorical variables; #-student test for continuous variables) was used to identify
variables associated with the risk of developing schizophrenia. Multivariate analyses (multiple logistic
regressions) were used to estimate the independent contribution to schizophrenia risk of each genotype
and variable. We used a backward strategy: the variables identified through the univariate analysis
were included in the logistic regression model. The criterion for retaining a variable was 0=0.1.
Confidence limits for the adjusted odds ratio were calculated with the associated logistic coefficients
and standard errors. We used Bonferroni’s correction for multiple testing in the analysis of the alleles
and genotypes, since we analyzed six polymorphisms in four loci. Taking this correction into
consideration, p>0.008 was considered statistically significant. The Hardy-Weinberg equilibrium and
the linkage disequilibrium analysis were performed with the genetics package of the statistical
software R (version 2.4.0). The EM algorithm was used to infer haplotypes, and homogeneity
likelihood ratio tests were used to compare haplotype frequency distributions, by means of the
UNPHASED software (Dudbridge 2003). The significance of the best result for each gene was

corrected for multiple testing by 10000 permutations.

3. Results

The psychiatric diagnosis of cases (patients treated with APs who presented with EPS)
demonstrated that 69% of the patients had schizophrenia or related disorders and 30% had bipolar
disorder. In the control group (patients treated with APs without EPS), 87.9% were diagnosed with
schizophrenia and 12% with bipolar disorder. The cases and the controls had similar distribution in
terms of gender and smoking patterns, or substance abuse. Age was significantly different between
cases (32.6+13) and controls (37.6+16) overall (P=0.01) and in the schizophrenia subgroup (cases
29.749; controls 35.1£14; P=0.02), but not among the bipolar disorder patients (cases 38.05+18;
controls 45.06+18). This difference compelled us to adjust the multivariate analysis for this factor.

Different EPS were reported in the case group, bradykinesia being the most prevalent form (54%),
followed by dystonia (24%), rigidity (18%), tremor (2%) and dyskinesia (2%).

Table 1 shows the AP drugs administered in both groups and the mean and standard deviation of the
AP dosage calculated as CEDD and categorized in three subgroups (low, medium and high). Table 2
shows a multivariate analysis of age, AP dosage and AP-EPS potency and reveals an association
between these variables and risk of EPS. Based on the results we decided to adjust the multivariate
analysis for these factors.

The allele frequencies of the various genetic polymorphisms studied (MAO-A VNTR; MAO-A
941T>G; MAO-B A644G; ACE Ins/Del; DAT VNTR; DAT -67A/T) in cases and controls are shown
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in Table 3. All the polymorphisms analyzed were in Hardy-Weinberg equilibrium in cases and
controls (data not shown). To explore potential associations of these alleles with EPS, we used
multivariate analysis, adjusted by categorized dosage, AP-EPS potency and age, as shown in Table 3.
No significant differences were observed in the susceptibility to AP-induced EPS among the different
alleles or genes studied. The analysis of the polymorphisms in the MAO-4 and MAO-B genes, which
are localized in the X-chromosome, was performed separately for men and women. No significant
associations were obtained in this stratified analysis (data not shown).

We stratified the patients (cases and controls) into two groups on the basis of their diagnosis; 1)
schizophrenia and related disorders and 2) bipolar disorders. No association was found in the analysis
for either group (data not shown).

We have inferred six different haplotypes from the MAO-A genotype data and five haplotypes
from the DAT genotype data with frequencies over 1%. The various haplotypes of the MAO-A and
DAT genes showed no significant differences in the susceptibility to AP-induced EPS (data not
shown).

Linkage disequilibrium (LD) between the polymorphisms of the MAO-A and DAT genes was
assessed in cases and controls via Lewontin’s D’ statistic. Incomplete LD was observed between
MAO-A alleles (D’ cases 0.76; D’ controls 0.89), whereas no LD was observed between the DAT
markers (D’ cases 0.17; D’ controls 0.04).

4. Discussion

Pharmacogenetic studies in psychopharmacology entail complex trails due to the multiplicity of
diagnoses, treatments and dosage used, and to the large number of confounding factors (duration of
treatment, concomitant medication, previous medication, and compliance). Therefore, the recruitment
of homogenous participants for these studies is a complex process. Ours was a prospective cohort
study in which the patients were recruited at the moment of admission to our Hospital, designed in a
real life setting. The heterogeneity of EPS and inclusion of different drugs and dosage might be a
weakness. In this situation, dose equivalence estimations are applied in the statistical analysis to
homogenize the data. Furthermore, we categorized the CEDD values in three groups (high, medium
and low dosage), as described previously (Lafuente et al., 2007). These strategies are commonplace in
psychopharmacology, and have been used in several pharmacogenetic studies (Murray, 2006; Ozdemir
et al., 2000).

Another weakness of the present study is the relatively low number of subjects, which did not
allow us to perform subgroup analysis of EPS subtypes or specific AP subgroups. The sample size
(n=270), although limited, was higher than the mean sample size used in pharmacogenetic studies of
acute AP-induced EPS (n~150) (Inada et al., 1999; Scordo et al., 2000; Brockmdller et al., 2002;
Jaanson et al., 2002; Kaiser et al., 2002; Inada et al., 2003; Kakihara et al., 2005; Nakazono et al.,
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2005; Gunes et al., 2006; Plesnicar et al., 2006; Dolzan et al., 2007; Greenbaum et al., 2007; Giizey et
al., 2007; Panagiotidis et al., 2007; Sakumoto et al., 2007; Greenbaum et al., 2008; Gunes et al.,
2008;). In fact, to our knowledge, only one study had a larger sample (n=665) with Caucasians (Kaiser
et al., 2002). Given our sample size, the minimum allele frequency (MAF) used in our study (without
considering the rare alleles of the MAO-A and DAT VNTR polymorphisms), and the significance
threshold applied after Bonferroni’s correction, we had more than 80% statistical power to detect
genetic effects of 2 or more, which is the minimum effect expected for polymorphisms to be clinically
relevant in drug management.

The aim of the present study was to evaluate the possible association between genetic
polymorphisms in candidate genes participating in dopamine metabolism (MAO-A VNTR; MAO-A
941T>G; MAO-B A644G; ACE Ins/Del) and transport (DAT VNTR; DAT -67A/T) and the risk of
acute AP-induced EPS (acute dystonia, parkinsonism, akathisia), of which approximately 50% occur
within 2 days of AP treatment and 90% occur within 5 days of treatment (Van Harten et al., 1999).

Neuroimaging studies have demonstrated that a striatal DRD2 occupancy of greater than 80%
significantly increases the risk of EPS (Farde et al., 1992; Remington and Kapur, 1999). Reported
rates of EPS induced by first-generation AP agents or typical APs, with high affinity for DRD2, are
around 50-75%. The newer APs or atypical APs have lower levels of DRD2 affinity, and also have an
affinity for other receptors such as those in the serotoninergic system (Kapur et al., 1998; Kapur et al.,
1999). However, not all the atypical APs have the same DRD2 affinity, which ranges from high
(risperidone) to low (clozapine). Moreover, this range of affinity could be translated into a high or a
low risk of developing EPS. The mean incidence of EPS with atypical APs is 15% (Miyamoto et al.,
2005).

With the exception of DAT VNTR, none of the candidate polymorphisms analyzed has been
related to acute EPS in the literature. Recently, Glizey et al. found a significant association between
the DAT VNTR 9*R allele and acute EPS (OR 1.9; 95% CI 1.1-3.3; p=0.03), and an interesting
interaction between this allele and the Al allele of the Taql A polymorphisms in the DRD2 gene (OR
4.0; 95% CI 1.0-15.2; p=0.04) (Giizey et al., 2007). However, previous studies by our group, on a
subset of the sample presented here (n=62), found no association between the main DAT VNTR
alleles (9*R and 10*R) and AP-induced EPS (Lafuente et al., 2007). In the same study, there was no
genotype-phenotype correlation between these alleles and DAT expression. The expression levels of
DAT were measured with SPECT procedures (Single Photon Emission Computed Tomography) as the
DAT striatal binding ratio. The enlargement of our cohort confirms these results. Several factors may
explain the observed divergence with the study of Giizey et al: the latter included several APs and
various dosages, but all the APs were typical; although different polymorphisms were analyzed, no
corrections for multiple testing were applied (given the conservative Bonferroni correction, a

significance threshold of 0.007 must be applied). This polymorphism has been studied by other
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authors in relation to tardive EPS, mainly tardive dyskinesia (Segman et al., 2003; Srivastava et al.,
2006), and AP response (Szekeres et al., 2004), with negative results.

Regarding the other candidate genes considered, some authors have explored the potential role of
genetic variability in the monoamine oxidase loci (MAO-A and MAO-B), in the AP response. No
significant results were reported in terms of AP efficacy (Tybura et al., 2006) or susceptibility to
tardive EPS syndromes (Matsumoto et al., 2004). Only one study reported a discrete interaction
between the MAO-A VNTR 3*R allele and COMT Vall58Met polymorphisms with a poor response
to AP (OR 6.16; p=0.03) (Illy et al., 2003a). The same authors described a similar interaction among
the COMT Vall58Met polymorphisms and ACE D allele (OR 10.89 ; 95% CI 1.14-103.98, p=0.04 )
(Illy et al., 2003b).

In our study AP dosage and AP DRD2 blockade potency were identified as susceptibility factors
for the incidence of AP-induced EPS, along with other well-known risk factors such as age and
diagnosis. However, we did not find any association between the alleles, genotypes or diplotypes
studied and AP-induced EPS. These results lead us to conclude that the AP is the main factor in EPS
risk. In fact, a polymorphism affecting drug disposition, CYP2D6*4, is the main allele associated with
AP-induced EPS (Scordo et al., 2000; Brockmoller et al., 2002; Jaanson et al., 2002; Inada et al.,
2003; Crescenti et al., 2008).

In conclusion, we did not find supporting evidence for involvement of polymorphisms in genes
coding for dopamine metabolism and transport enzymes (MAO-A VNTR; MAO-A 941T>G; MAO-B
A644G; ACE Ins/Del; DAT VNTR; DAT -67A/T) in the predisposition to or protection from AP-
induced EPS. However, only a fraction of all dopamine-related genes were included in our study and,
therefore, many more genes may represent auspicious candidates. Moreover, as our approach depends
solely on the analysis of a single marker in candidate genes, missing LD between the markers and
other “functional” SNPs in the corresponding gene will also give a negative result. As the HapMap-
Project progresses rapidly and, therefore, information about the haplotype block structure of the
human genome increases substantially, it might soon be possible to reappraise our negative results

with respect to the haplotype block structure of the gene under examination.
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Table 1. Distribution of different AP drugs used and their AP-EPS potency

between cases and controls.

AP Drug' AP-EPS Cases (n=81) Controls (n=189)
potency2
Risperidone 2 48 (60%) 84 (44%)
Haloperidol 3 13 (16%) 9 (4%)
Clozapine 1 1 (1%) 24 (12%)
Amisulpride 2 3 (3%) 1 (0.5%)
Olanzapine 1 3 (3%) 32 (16%)
Zuclopentixol 2 5 (6%) 1 (0.5%)
Ziprasidone 1 4 (5%) 10 (5%)
Quetiapine 1 1 (1%) 24 (12%)
LAIR 2 I (1%) 1 (0.5%)
Trifluoperazine 3 1 (0.5%)
CEED"*
Low Dose 142.7 £48 (12%) 162.7+48 (31%))
Medium Dose 296.6+30 (49%)° 290.7+33 (37%)°
High Dose 564.3+158 (38%) 547.1£147 (30%)
Total 382.8+184(n=74)" 329+179(n=183)"

'3 cases and 3 controls missing

2AP-EPS potency calculated as described in Material and Methods

3 Mean and standard deviation of the AP dosage calculated and categorized as CEDD,
as described in Material and Methods

%6 cases and 5 controls missing because no AP, no dose or no conversion was available

" p<0.001 “p=0.03
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Table 2. The age, AP dosage and AP-EPS potency-dependent risk for EPS.

EPS n=81 No EPS n=189 OR CI p
n/N (%) n/N (%)

A) AGE'”

Age <31 42/68 (61.8) 73/167 (43.7) 2.3 0.2-4.3 0.01
B) CEDD’

Low 10/76 (13.1) 58/184 (31.5)

Medium 37/76 (48) 69/184 (37.5) 3.1 1.4-6.8 0.004

High 29/76 (38.1) 57/184 (31) 2.9 1.3-6.6 0.009
C) AP-EPS-Potency’

Low 9/78 (11.5) 90/186 (48.4)

Medium 56/78 (71.7) 86/186 (46.2) 6.4 2.9-13.7 | >0.001

High 13/78 (16.6) 10/186 (5.3) 13 4.4-37.9 | >0.001
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CI, confidence interval; OR, odds ratio.

'Age < 31 (mean)

*13 cases and 22 controls missing due to lack information on age

35 cases and 5 controls missing due to lack of AP or dose information

*3 case and 3 controls missing due to lack of AP information.
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Table 3. Descriptive distribution of allele frequencies in cases (EPS) and controls
(No-EPS), and multivariate analysis of the different allele-dependent risk
for EPS (MAO-A VNTR; MAO-A 941T>G; MAO-B A644G; ACE Ins/Del,
DAT VNTR; DAT -67A/T).

Cases n/N(%) | Control n/N(%) Multivariate analysis'

MAO-A 30bp-VNTR® OR CI P
3*R allele 39/119 (32) 95/274 (34) 0.8 0.4-1.5 0.6
3.5*R allele 2/119 (1) 7/274 (2) 0.2 0.0-3.1 0.2
4*R allele 74/119 (62) 170/274 (62) 1.2 0.7-2.0 0.4
5*R allele 2/119 (1) 2/274 (0.7) 2.7 0.3-24.8 0.3
MAO-A 941T>G* OR CI P
T allele 86/119 (72.2) 206/274 (75.1)

G allele 33/119 (27.7) 68/274 (24.8) 0.8 0.4-1.5 0.5
MAO-B A644G" OR CI P
A allele 73/117 (62.4) 135/274 (49.2)

G allele 44/117 (37.6) 139/274 (50.7) 0.7 0.4-1.1 0.1
ACE Ins/Del OR CI P
Ins allele 70/160 (43.8) 166/378 (43.9)

Del allele 90/160 (56.2) 212/378 (56.1) 0.9 0.6-1.5 0.9
DAT 40bp-VNTR OR CI P
3*R allele 0/162 (0.0) 4/378 (1.0) 0.0 0.0-0.0 0.9
9*R allele 47/162 (29.0) 11/378 (29.4) 1.0 0.6-1.7 0.8
10*R allele 111/162 (68.5) 258/378 (68.2) 0.9 0.5-1.4 0.7
11*R allele 3/162 (1.8) 5/378 (1.3) 2.9 0.5-16.7 0.2
DAT -67A/T OR CI P
T allele 69/160 (43.1) 151/378 (39.9)

A allele 91/160 (56.9) 227/378 (60.0) 1 0.6-1.6 0.8

CI, confidence interval; OR, odds ratio.

'Multivariate logistic regression analysis that studied alleles as continuous variable (0, wild-type; 1,
heterozygous; 2, homozygous mutated), adjusted for age, dosage (CEDD including categories for LAIR and
Amisulpride) and AP-EPS-potency. After Bonferroni’s correction p>0.007 was considered statistically
significant.

MAO-A and MAO-B are X-chromosome linked genes, and for this reason in the allele frequency calculation,
males contribute one allele (hemizygote XY), whereas females contribute two alleles (XX).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ESTUDIO DE RIESGO DE ESQUIZOFRENIA

7.1.1 ESTUDIO N° 1: Polimorfismos genéticos en la Catecol-O-MetilTransfera y riesgo de

esquizofrenia en poblacion espariola.

e Los resultados de este estudio muestran una asociacion entre el polimorfismo
COMT -278A/G y el riesgo de sufrir esquizofrenia y trastornos relacionados, donde
los heterocigotos muestran una reduccion del 60% en el riesgo de desarrollar dicha
enfermedad mental. En nuestra poblacion no se observaron diferencias
significativas en la distribucion de los haplotipos entre los pacientes y los controles

poblacionales.

COMT es un importante gen candidato para la esquizofrenia tanto funcional como
posicional y por esa razon se han llevado a cabo un gran niumero de estudios de asociacion
con diferentes variantes genéticas. A pesar de que numerosos estudios avalan la funcionalidad
del polimorfismo COMT Vall58Met (Chen J et al., 2004, Shield AJ et al., 2004), su papel en
la esquizofrenia es controvertido, en parte debido a la falta de replicacion de los resultados
positivos y a los resultados negativos obtenidos en los meta-analisis (Glatt SJ et al., 2003,
Fan JB et al., 2005; Munafo MR et al, 2005). Ademas, en los estudios donde se ha
encontrado asociacién se presentan valores bajos de odds ratio, por lo que si este
polimorfismo tiene un efecto en el riesgo de esquizofrenia, éste es un efecto muy pequeiio. En
nuestro estudio, al igual que en otros trabajos con poblacion espafiola (Diez-Martin J et al.,
2007), no se ha podido demostrar dicha asociacién. Probablemente se necesiten tamafios
muestrales mayores para detectar la pequefia contribucidon de este polimorfismo al riesgo
global.

A parte del polimorfismo funcional de la COMT se han identificado muchos otros que
han sido objeto de estudio, tanto individualmente como formando parte de haplotipos. El
polimorfismo -278A/G es un ejemplo. Ademas de su interés por su localizacidon en la zona
promotora del gen, que determina la sintesis de la isoforma predominante en cerebro, se ha
observado que tiene un efecto en la actividad enzimatica de la COMT (Chen J et al., 2004).
Esto ha llevado a los cientificos a estudiar su participacion en el riesgo de esquizofrenia, sin
obtener resultados concluyentes. Aunque Funke y col. (Funke B et al., 2005) encontraron

asociacion entre el alelo A y el riesgo de desarrollar esquizofrenia y otros trastornos
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psicéticos, existen estudios donde no han encontrado asociacidn del marcador individual o del
haplotipo que forma con otros polimorfismos (Norton N et al., 2002; Sanders AR et al.,
2005). A pesar de que, en nuestra poblacion, no hemos hallado asociacidon entre ninguno de
los dos alelos y el riesgo de sufrir esquizofrenia y trastornos relacionados, los individuos
heterocigotos reducen el riesgo de desarrollar la enfermedad en, aproximadamente, un 60%
(OR 0.4; p=0.009). Esta situacion de ventaja del heterocigoto puede deberse a las diferencias
de desequilibrio de ligamiento de ambos alelos con distintos polimorfismos funcionales que
podrian dar lugar a alteraciones en la expresion de COMT mas severas en heterocigosis que
en homocigosis.

Recientemente, un haplotipo de tres marcadores se ha asociado con el riesgo de
esquizofrenia y trastorno bipolar en una poblacion de judios asquenazies (Shifinan S et al.,
2002). Este haplotipo contiene el polimorfismo rs737865, el cual se encuentra muy préximo
al promotor P2 y en completo desequilibrio de ligamiento con el polimorfismo -278A/G
(D’=1.0) (http.//www.hapmap.org/index.html). Estudios funcionales de este haplotipo han
demostrado que reduce la expresion de COMT en cerebro humano (Bray NJ et al., 2003,
Dempster EL et al., 2006). Sin embargo, se ha descrito una elevada variabilidad entre los
distintos grupos étnicos en cuanto a las relaciones de desequilibrio de ligamiento y a la
configuracién de bloques haplotipicos en COMT, por lo que seria necesaria la identificacién
de los polimorfismos y los haplotipos responsables de la asociaciéon entre COMT y
esquizofrenia en cada poblacion (Palmatier MA et al., 2004).

A partir de los genotipos de nuestra poblacion pudimos inferir cuatro haplotipos, las
frecuencias de los cuales no presentaron diferencias significativas entre casos y controles.
Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de la regiéon promotora P2 en la
expresion de COMT, y parecen indicar que el polimorfismo -278A/G juega un papel mas

relevante que el polimorfismo COMT G158A en relacion con el riesgo de esquizofrenia.

7.1.2 ESTUDIO N° 2: Asociacion del polimorfismo A/G intron 13 en el gen de la

Monoamino Oxidasa B (MAO-B) con el riesgo de esquizofrenia en una poblacion espaiiola.
e En este estudio se ha identificado al alelo G como un factor de riesgo de

esquizofrenia. Al realizar el analisis estratificando por sexo, el riesgo que confiere el

alelo G a desarrollar la enfermedad s6lo se mantuvo en las mujeres.

152



7. RESULTADOS Y DISCUSION

En la enfermedad de Parkinson es donde mds se ha estudiado el efecto de
polimorfismos genéticos de la MAO-B. Sin embargo, los estudios de asociacién de estos
polimorfismos con el riesgo de sufrir trastornos mentales son realmente escasos.
Recientemente, se ha publicado un estudio que encuentra asociacion entre un haplotipo de la
MAO-B, que incluye el polimorfismo A/G del intron 13, y el riesgo de sufrir trastorno por
déficit de atencion e hiperactividad. Dado que se han llevado a cabo muy pocos estudios de
asociacion de este polimorfismo con el riesgo de esquizofrenia (Coron B et al., 1996) o con
determinados comportamientos que presentan los pacientes esquizofrénicos (Zammit S et al.,
2004), este estudio adquiere una mayor importancia.

En cerebro humano, el alelo G, del polimorfismo MAO-B A/G intron 13, se ha
asociado a una menor actividad de la enzima (Balciuniene J et al., 2002), lo que concuerda
con los resultados de nuestro estudio, ya que una menor actividad de la MAO daria lugar a
una mayor disponibilidad de dopamina y, segun la teoria hiperdopaminérgica de la
esquizofrenia, un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad. En nuestra poblacion hemos
encontrado una mayor frecuencia del alelo G en los pacientes con esquizofrenia o con
trastornos relacionados. Aunque esta diferencia no fue significativa, al estratificar por
diagnostico separando los pacientes esquizofrénicos de los que sufren trastornos relacionados,
y a pesar de reducir el tamafio muestral, el alelo G mostro ser un factor de riesgo de
esquizofrenia (OR 2.3; p=0.006). Este resultado indica la posible existencia de diferentes
factores de riesgo para los diferentes diagnosticos relacionados con esta enfermedad.

Dado que el gen MAO-B esta localizado en el cromosoma X, realizamos el analisis
estadistico separando hombres y mujeres. Los resultados mostraron al alelo G como un factor
de riesgo Unicamente en mujeres (OR 2.6; p=0.01). Aunque en hombres dicho alelo estaba
sobrerrepresentado, las diferencias no fueron significativas. Hemos de tener en cuenta que,
aunque las mujeres poseen dos copias del gen MAO-B (XX) y los hombres son hemicigotos
constitutivos, es decir, solo tienen una copia (XY), en el proceso de embriogénesis las
mujeres inactivan uno de los cromosomas X, para igualar la dosis génica con los hombres, y
por lo tanto actan como hemicigotas funcionales. Sin embargo, en funcién de si el caracter
es dominante o recesivo, el riesgo serd mayor para las mujeres o para los hombres,
respectivamente (Strachan T and Read AP, 2004a). El hecho de que se haya observado un
mayor riesgo en mujeres que en hombres se podria atribuir también a otros factores, como por
ejemplo la regulacion de la actividad del promotor de MAO-B por parte de los estrogenos

(Zhang Z et al., 20006).
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Por otro lado, siguiendo el modelo de riesgo de adicion alélica y tomando como
referencia el valor de odds ratio de las mujeres homocigotas (OR 6.4), las heterocigotas
deberian tener un valor de odds ratio cercano a 3. En cambio, el alelo G en heterocigosis no
aumenta el riesgo de esquizofrenia. Esto es debido al proceso de inactivacion del cromosoma
X, ya que en una misma mujer encontrariamos lineas celulares en las que el alelo G ha sido
desactivado y lineas celulares en las que el alelo desactivado ha sido el A. El grupo de
mujeres heterocigotas, por lo tanto, es muy heterogéneo, lo que hace dificil saber cual es el

alelo que se expresa y cual es su contribucion al riesgo de la enfermedad.

7.1.3 ESTUDIO N° 3: Asociacion entre polimorfismos de los genes COMT, MAO y DAT y
riesgo de desarrollar esquizofrenia y efectos extrapiramidales en pacientes tratados con

antipsicoticos*.

e No se ha encontrado asociacion entre los polimorfismos MAO-A 30bp-VNTR,
MAO-A T941G, DAT 40bp-VNTR ni DAT -67A/T y el riesgo de esquizofrenia. En
el estudio de haplotipos tampoco pudimos asociar ninguno de ellos a un mayor o

menor riesgo de desarrollar la enfermedad.

Modelos de ratdn Knock-Out para la MAO-A muestran un aumento de la agresividad
en estos animales. Esto, junto al hecho de que los inhibidores selectivos de MAO-A sean
eficaces en el tratamiento de la depresion, ha generado un gran interés en el papel que tiene
esta enzima en el comportamiento, el humor y la personalidad (Shih JC, 2007). Los
polimorfismos de la MAO-A, que se presentan en esta tesis doctoral, se han asociado a
cambios en la actividad de la enzima, de manera que los individuos con el alelo 941T y el
alelo de 3 repeticiones del 30bp-VNTR presentarian una menor actividad de la MAO-A
(Hotamisligil GS and Breakefield XO, 1991; Sabol SZ et al., 1998, Deckert J et al., 1999).
Ademas, el hecho de que este gen esté localizado en una posicidon cromosodmica de riesgo para

la esquizofrenia, segun los resultados obtenidos en estudios de ligamiento (Hovatta I et al.,

* En este apartado inicamente se comentaran los resultados negativos del los polimorfismos MAO-A 30bp-VNTR, MAO-A
T941G, DAT 40bp-VNTR y DAT -67A/T obtenidos en el estudio de riesgo de esquizofrenia y que no se han presentado en
los estudios N° 1 y N° 2.
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1999; Williams NM et al., 1999), y de que participe en el metabolismo de la dopamina, hace
que sea un gen candidato para la esquizofrenia, y explica que se hayan llevado a cabo
multiples estudios de asociacion. Aunque Jonsson y col. (Jonsson EG et al, 2003)
encontraron una modesta asociacidn entre los alelos cortos del polimorfismo 30bp-VNTR y el
riesgo de esquizofrenia en hombres, la mayoria de trabajos no han conseguido resultados
positivos para dicha asociacidon (Coron B et al., 1996, Syagailo YV et al., 2001; Norton N et
al., 2002; Fan JB et al., 2004). De hecho, recientemente se ha publicado un meta-analisis en
el que se incluyen todos estos trabajos, con el fin de aumentar el tamafio muestral y poder
clarificar el papel de estos dos polimorfismos en la esquizofrenia (Li D and He L, 2008). Los
resultados de este meta-andlisis concuerdan con los obtenidos en nuestra poblacion y parece
que ninguna de estas variantes genéticas de la MAO-A esta implicada en el desarrollo de esta
enfermedad mental.

Dado que haplotipos formados por estos dos polimorfismos se han asociado a otras
enfermedades mentales como el trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad (Xu X et al.,
2007) o el trastorno bipolar (Miiller DJ et al., 2007), nos planteamos estudiar la distribucion
de los haplotipos en nuestra poblacion. Los dos marcadores presentaron un desequilibrio de
ligamiento incompleto (D’ Casos:0.93; D’ Controles: 0.90) y se infirieron 6 haplotipos, las
frecuencias de los cuales no mostraron diferencias significativas entre casos y controles.

En cuanto a los polimorfismos del transportador de dopamina, DAT, los resultados
obtenidos en los multiples estudios de asociacion con diferentes trastornos psiquidtricos son
variados. Aunque el alelo de 10 repeticiones del polimorfismo 40bp-VNTR se ha asociado al
trastorno por déficit de atencidon e hiperactividad (Cook EH et al., 1995), un estudio reciente
no ha podido replicar dicha asociacioén (Ettinger U et al., 2006). Un meta-analisis realizado
con seis estudios de caso-control no mostrd asociacion entre el polimorfismo 40bp-VNTR y
la esquizofrenia (Gamma F et al., 2005). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
nuestra poblacion, ya que ninguno de los alelos o genotipos mostré ser un factor de riesgo
para la esquizofrenia. El alelo T del polimorfismo situado en el promotor del gen (-67A/T)
parece ser un factor de riego para el trastorno bipolar (Keikhaee MR et al., 2005; Ohadi M et
al, 2007). En el mismo sentido, un estudio mostré una mayor frecuencia del alelo T en el
grupo de pacientes esquizofrénicos, implicando asi este polimorfismo en la etiopatogenia de
la enfermedad (Khodayari N et al., 2004). En otro estudio, un haplotipo formado por varios
polimorfismos situados en la regiéon 5’ del gen se ha asociado al riesgo de desarrollar
esquizofrenia (Stober G et al., 2006). Sin embargo, el polimorfismo -67A/T por si solo (sin

formar parte del haplotipo) no fue identificado como un factor de riesgo de la enfermedad.
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Los resultados obtenidos en nuestra poblacidon estan de acuerdo con los descritos en este
ultimo trabajo ya que tampoco encontramos asociacioén entre dicha variante genética y la
esquizofrenia.

Coincidiendo con los resultados obtenidos en los andlisis independientes de los dos
polimorfismos, el estudio haplotipico no revelo asociacion entre ninguno de los 5 haplotipos
inferidos y el riesgo de sufrir esquizofrenia.

En base a nuestros resultados podemos decir que el metabolismo de la dopamina,
mediado por la COMT y la MAO-B, tendria un papel mas importante que el transporte de este
neurotransmisor en el riesgo de desarrollar esquizofrenia. No obstante, a pesar de que no
hayamos podido demostrar que el DAT esté implicado en el riesgo de la enfermedad, puede
que existan otros polimorfismos en el gen que si que determinen un mayor o menor riesgo. De
hecho, un estudio reciente ha asociado otras variantes genéticas del DAT, diferentes a las

presentadas en esta tesis doctoral, con el riesgo de esquizofrenia (Talkowski ME et al., 2008).

7.1.4 ESTUDIO N° 1, N° 2 Y N° 3: Diserio del estudio.

e En nuestra poblacion, las distribuciones de edad, sexo y habito tabaquico

presentaron diferencias significativas entre pacientes y controles.

Antes de realizar el estudio de asociacion entre los diferentes polimorfismos
seleccionados y el riesgo de esquizofrenia, llevamos a cabo un andlisis univariante para
observar la distribucion de las caracteristicas sociodemograficas de casos y de controles. Se
observaron diferencias significativas en las distribuciones de edad, sexo y hébito tabaquico.
Por tanto, los andlisis multivariantes realizados para valorar la posible asociacion entre los
polimorfismos de la COMT, de las MAOs y del DAT y el riesgo de esquizofrenia, fueron
ajustados por estas variables sociodemograficas.

Las diferencias comentadas se deben a que nuestro grupo control, grupo de base
hospitalaria reclutado en el servicio de traumatologia, presenta una mayor edad promedio y un
mayor numero de mujeres que el grupo de casos, y como consecuencia una menor proporcion
de fumadores. Esto se debe a la mayor frecuencia de patologias traumaticas en personas de
edad avanzada y, especialmente, en mujeres post-menopausicas.

No obstante, no hay ninguna evidencia de que nuestra poblacion control esté sesgada

con respecto a los polimorfismos estudiados. Para empezar las frecuencias alélicas y
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genotipicas de los polimorfismos estudiados en el grupo control reproducen las observadas en
distintas poblaciones caucasicas (Coron B et al., 1996, Rubie C et al., 2001, Norton N et al.,
2002; Gamma F et al., 2005). También es importante destacar que no se observo ninguna
asociacion entre los genotipos estudiados y la edad, el sexo o el habito tabaquico en el grupo
control. En el caso de los polimorfismos de las MAOs, dado que estos genes se localizan en el
cromosoma X, se realizo el andlisis estratificando las poblaciones por sexo. Finalmente,
tampoco existe ninguna evidencia de que las patologias que afectan a los pacientes de
traumatologia estén asociadas con la variabilidad genética de los genes estudiados o con la
susceptibilidad a la esquizofrenia.

Hay que destacar en el caso de la edad, que la esquizofrenia es una enfermedad de
aparicion temprana, por lo que controles de mayor edad son individuos con mayor resistencia
para esta enfermedad y podrian considerarse como controles hiper-normales. El uso de este
tipo de controles es una estrategia de disefio en los estudios caso-control que permite

aumentar la eficiencia de estudios genéticos de asociacion (Morton NE and Collins A, 1998).
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7.2 ESTUDIO DE RIESGO DE EPS

7.2.1 ESTUDIO N° 4: Polimorfismos del receptor de dopamina D2 (TaqlA, TaqlB, y -141C
Ins/Del) y de la enzima metabolizadora de la dopamina (COMT G1584, A-278G) y sintomas

extrapiramidales en pacientes esquizofrénicos y bipolares*.

e Los resultados de este estudio muestran una asociacion entre la susceptibilidad a los
EPS y el polimorfismo G158A (Vall58Met) de la COMT y de su haplotipo con el
polimorfismo -278A/G. En dicha asociacion tanto el alelo COMT 158A (COMTL)
como el haplotipo A-A (con la variante normal del polimorfismo -278A/G y la
defectiva del G158A) muestran un efecto protector para los EPS en el subgrupo de

pacientes bipolares tratados con antipsicoticos.

Debido al papel de la COMT en el metabolismo de las monoaminas y que su principal
variante genética (Vall5S8Met o GI158A) es funcional, se han estudiado ampliamente
diferentes polimorfismos localizados en este gen como posibles factores de riesgo de
aparicion de efectos adversos inducidos por los APs.

Polimorfismos en la COMT pueden contribuir al riesgo de EPS no sélo por su efecto
biologico en la disponibilidad de dopamina en la sinapsis, sino también indirectamente por su
efecto en la regulacion de la dopamina en las complejas interacciones entre cortex prefrontal y
estriado. El polimorfismo funcional (G158A) ha sido estudiado en esquizofrénicos con TD
(Herken H et al., 2003; Matsumoto C et al., 2004, Lai IC et al., 2005, Kang SG et al., 2008) y
también en relacion con la susceptibilidad a los EPS, obteniéndose en ambos casos resultados
negativos (Inada T et al., 2003). Los portadores del alelo A metabolizan la dopamina mas
lentamente que los homocigotos para el alelo normal, por lo que estos individuos podrian
tener una mayor disponibilidad de dopamina. En esta situacion, los APs tendrian que competir
con una mayor cantidad de dopamina para unirse al receptor D,, por lo que tendrian una
menor probabilidad de inducir EPS. Por lo tanto, el alelo A podria ser un factor de proteccion
frente a los EPS. Los resultados obtenidos en nuestra poblacion estan de acuerdo con esta

hipotesis.

* Dado que en esta tesis doctoral se presentan los resultados del polimorfismo A-278G de la COMT y de su haplotipo con el

polimorfismo G158A, s6lo se comentaran los resultados obtenidos de dichos polimorfismos.
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Cuando llevamos a cabo el analisis multivariante en el grupo entero de pacientes
tratados con APs, el alelo de baja actividad mostro en heterocigotos una reduccion del riesgo
de EPS, de acuerdo con los resultados obtenidoss por Kang AG y col (Kang AG et al., 2008).
No obstante, después de realizar la correccion de Bonferroni la asociacion dejé de ser
significativa. Al estratificar nuestra poblacion por diagndstico, el riesgo dependiente de la
COMT se mantuvo unicamente en pacientes bipolares, donde el alelo A se mostré como
factor protector de EPS (OR 0.3; p=0.01)

El hecho de que el polimorfismo -278A/G se localice en el promotor P2 de la isoforma
de la COMT predominante en cerebro, y de que pueda afectar la actividad enzimatica (Chen J
et al.,, 2004), hace que sea un polimorfismo de gran interés para el estudio de riesgo de EPS.
Ademas, el hecho de que no existan estudios de asociacidn entre dicha variante genética y el
riesgo de este efecto secundario hace que nuestro trabajo sea novedoso. Sin embargo, al
realizar el estudio no obtuvimos diferencias significativas entre los pacientes que
desarrollaron EPS y los que no presentaron esta sintomatologia.

A pesar de que el polimorfismo del promotor no parece jugar ningliin papel en el
desarrollo de los EPS, llevamos a cabo el estudio de los haplotipos formados por los dos
polimorfismos para ver si existia un haplotipo que confiriese un mayor riesgo de desarrollar
extrapiramidalismo. No se observd desequilibrio de ligamiento entre los dos marcadores en
ningun grupo (D’=0.4 en el grupo entero de pacientes; D’=0.41 en el subgrupo de
esquizofrénicos y D’=0.53 en los bipolares). Como consecuencia, se obtuvieron cuatro
haplotipos de frecuencias bastante elevadas, las cuales concuerdan con las obtenidas en una
poblacion psiquiatrica caucasica similar (Funke B et al., 2005).

El analisis de haplotipos reveld una asociacion entre el haplotipo A-G (los dos alelos
normales de los polimorfismos -278A/G y G158A) y el riego de EPS en el subgrupo de
bipolares. Por el contrario, el haplotipo A-A (con la variante normal del polimorfismo -
278A/G y la defectiva del G158A) se asocio con la proteccion frente a los EPS en el mismo
subgrupo. En el caso del haplotipo G-A (con los dos alelos defectivos), aunque éste fue
predominante en el grupo de controles bipolares, las diferencias no fueron significativas. Esto
muestra que el alelo G del polimorfismo G158A es el principal factor responsable del riesgo
de EPS, mientras que el polimorfismo del promotor no parece modular el riesgo. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en los analisis independientes de cada polimorfismo.
Ademas, los valores de D’ muestran un bajo desequilibrio de ligamiento entre los dos
marcadores por lo que existe una elevada probabilidad de que tenga lugar recombinacién

entre ellos, lo que explicaria su independencia mutua.
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Nuestros resultados estan de acuerdo con los obtenidos en un estudio reciente en una
poblacion espafiola (Molero P et al., 2007). Sus resultados muestran influencia del
polimorfismo G158A en la respuesta al tratamiento con antipsicoticos, donde el alelo A
estaba asociado a una peor respuesta. A pesar de que analizaron otros polimorfismos de la
COMT, incluido el -278 A/G (que también presentd un bajo desequilibrio de ligamiento con el
G158A), fue el polimorfismo G158A el que presentd una mayor influencia en la respuesta a
los APs.

El hecho de que las diferencias significativas se hayan obtenido Uinicamente en el
subgrupo de pacientes bipolares remarca el diferente riesgo de EPS que poseen pacientes con
diferentes diagnosticos. La literatura sugiere que los pacientes bipolares tienen un mayor
riesgo de desarrollar EPS y TD que los esquizofrénicos cuando son tratados con APs
(Cavazzoni PA et al., 2006, McIntyre RS and Konarski JZ, 2005). En este subgrupo no se
encontraron diferencias significativas de potencia ni dosis de AP entre casos y controles. Esto
indica que los bipolares podrian tener diferentes factores de riesgo o un peso diferente para un
mismo factor. De acuerdo con la teoria de la dopamina en la esquizofrenia (Weinberg D,
2003), podria haber un exceso de este neurotransmisor en los cerebros de pacientes
esquizofrénicos, incluido el estriado, zona donde se generan los EPS. En estos pacientes, las
posibles variaciones en los niveles de dopamina inducidas por los polimorfismos de la
COMT, podrian no tener una gran repercusion en la proteccion del receptor frente al bloqueo
por los antipsicéticos. Por el contrario, en pacientes bipolares, estos polimorfismos si que
podrian contribuir al riego de EPS, ya que el incremento de dopamina que parece existir en la
fase maniaca (Berk M et al., 2007) no seria comparable al exceso de actividad dopaminérgica
de los pacientes esquizofrénicos. En este caso, pequefias modificaciones en los niveles de
dopamina podrian ser criticas. No obstante, hay que tener en cuenta que los datos de
induccién de EPS por APs, especialmente por los atipicos, en pacientes bipolares son
limitados, ya que el tratamiento de los trastornos del estado del 4nimo con estos farmacos se
ha aplicado recientemente. Por lo tanto, el menor riesgo de EPS que presentan los portadores
del alelo A, de baja actividad, es una informacion clinica crucial para el control de esta
sintomatologia secundaria en bipolares.

Esta es la primera vez que se encuentra una asociacion entre el polimorfismo de la

COMT vy la susceptibilidad a EPS.
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7.2.2 ESTUDIO N° 5: Falta de asociacion entre efectos extrapiramidales inducidos por
antipsicoticos y polimorfismos en genes que participan en el metabolismo y transporte de la

dopamina.

e En este estudio no se ha encontrado asociacion entre los diferentes polimorfismos
estudiados de la MAO-A (30bp-VNTR, 941T/G), MAO-B (A/G intron 13), ni del
DAT (40bp-VNTR, -67A/T) y la susceptibilidad a los EPS. En el estudio haplotipico
de estos genes, tampoco se observo ningun haplotipo que fuera mas o menos
frecuente en pacientes con EPS respecto a los que no presentaron esta

sintomatologia.

Con excepcion del DAT 40bp-VNTR, ninguno de los polimorfismos candidatos
analizados se habia relacionado con sintomas extrapiramidales a corto plazo en la literatura.
Recientemente, Giizey y col. (Giizey C et al., 2007) encontraron asociacion entre el alelo de 9
repeticiones del DAT y el riesgo de EPS (OR 1.9; 95% CI; p=0.03). Sin embargo, los
resultados obtenidos en nuestra poblaciéon no pudieron replicar esos resultados y no se
encontrd ninguna asociacion entre ninguno de los alelos del polimorfismo DAT 40bp-VNTR
y el riesgo de extrapiramidalismo. Diferentes factores pueden explicar las diferencias
obtenidas entre nuestro estudio y el de Giizey. En su estudio no se llevo a cabo una correccion
de las multiples comparaciones realizadas (con la correccion de Bonferroni deberia haber
considerado una significancia del 0.007), y aunque se incluyeron diferentes tipos y dosis de
AP, todos ellos eran APs tipicos. Ademads, este polimorfismo ha sido estudiado por otros
autores en relacion a los sindromes tardios, principalmente la TD (Segman RH et al., 2003;
Srivastava V et al., 2006), y con la respuesta a los APs (Szekeres G et al, 2004), y todos ellos
han obtenido resultados negativos.

Con respecto al resto de polimorfismos estudiados, DAT -67A/T, MAO-A 30bp-
VNTR, MAO-A 941T/G y MAO-B A/G intron 13, no hemos encontrado ninguna evidencia
que respalde la participacion de ninguno de ellos en la predisposicién o proteccidon de los
EPS. Ademas del andlisis multivariante con cada una de estas variantes genéticas, llevamos a
cabo el estudio haplotipico de los polimorfismos del DAT y de la MAO-A. Al realizar el
calculo de desequilibrio de ligamiento, tanto en los casos como en los controles, se observo
un incompleto desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos de la MAO-A (D’ casos:
0.76; D’ controles: 0.89), mientras que no se observo desequilibrio de ligamiento entre los

marcadores del DAT (D’ casos: 0.17; D’ controles: 0.04). Se infirieron 6 haplotipos formados
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a partir de los dos polimorfismos de la MAO-A y 5 haplotipos a partir de los dos del DAT,
con frecuencias, todos ellos, superiores all%. Ninguno de los haplotipos mostré asociacion
con el riesgo de aparicion de EPS.

A pesar de que no se han llevado a cabo estudios de asociacion entre estos
polimorfismos y el riesgo de extrapiramidalismo, algunos autores han explorado el papel de la
variabilidad genética de la MAO en la respuesta a los APs sin encontrar resultados positivos
con respecto a la eficacia (Tybura P et al., 2006) o al riesgo de TD (Matsumoto C et al.,
2004). Solo un estudio describid una discreta interaccidn entre el alelo de 3 repeticiones del
polimorfismo MAO-A 30bp-VNTR con el polimorfismo Vall58Met de la COMT y una baja
respuesta a los APs (OR 6.16 p=0.04) (1/li A et al, 2003).

Aunque no hemos encontrado asociacion entre las variantes genéticas seleccionadas y
el riesgo de EPS, hay que tener en cuenta que sélo hemos estudiado una pequefia parte de
todos los genes relacionados con el sistema dopaminérgico, por lo que muchos otros genes,
relacionados tanto con este sistema como con otros, serian candidatos y podrian participar en
el riesgo de aparicion de extrapiramidalismo. Ademas, otros polimorfismos localizados en los
mismos genes que hemos estudiado, que no estuvieran en desequilibrio de ligamiento con los
polimorfismos seleccionados, podrian estar asociados a los EPS. Con el rdpido progreso del
HapMap-Project, la informacion sobre las estructuras haplotipicas del genoma humano esta
aumentando considerablemente, por lo que puede ser que en poco tiempo podamos encontrar,
en nuestra poblacion, asociacion entre otras estructuras haplotipicas de los mismos genes que

hemos estudiado y el riesgo de EPS.

7.2.3 ESTUDIO N° 4 Y N° 5: Diserio del estudio.

e  En nuestra poblacion, el diagnéstico y la edad de los pacientes, asi como la potencia

y dosis del antipsicético, resultaron ser factores de riesgo de EPS.

Los estudios de farmacogenética en psicofarmacologia son de gran complejidad
debido a los multiples diagndsticos, tratamientos y dosis utilizadas, asi como al gran numero
de factores de confusion (duracidon del tratamiento, medicacion concomitante, medicaciones
previas y cumplimiento terapéutico). Es importante conocer estos factores para determinar
cuales de ellos podrian suponer un riesgo al desarrollo de EPS y asi poderlos tener en cuenta a

la hora de valorar el riesgo individual que confiere cada uno de los polimorfismos estudiados.
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En los estudios presentados, los analisis multivariantes realizados para valorar la posible
asociacion entre los polimorfismos de la COMT, de las MAOs y del DAT vy el riesgo de
extrapiramidalismo, fueron ajustados por diagndstico y edad del paciente, asi como por la
potencia y la dosis del antipsicoético.

En los ultimos afios se ha producido un incremento en el uso de APs en pacientes
bipolares tanto en fases maniacas como en las depresivas. Aproximadamente, el 90% de los
episodios maniacos son tratados con una combinacion de farmacos estabilizadores del &nimo
y farmacos APs, especialmente los atipicos (Miller DS et al.,2001; Berk M and Seetal D,
2005, Calabrese JR et al., 2005). Aunque en un primer momento se podria pensar que el
diagnostico de un paciente tratado con APs no deberia influir en el riesgo de EPS, estudios
han revelado que los pacientes bipolares tienen un mayor riesgo de desarrollar EPS y TD que
los esquizofrénicos cuando son tratados con APs (Cavazzoni PA et al., 2006; Mclntyre RS
and Konarski JZ, 2005). En nuestra poblacion, si comparamos el porcentaje de pacientes
esquizofrénicos que desarrollan EPS (25.12%) con el de bipolares (52.3%) observamos que
existe una gran diferencia. Al realizar el andlisis univariante se confirma que estas diferencias
son significativas (OR 3.2; p=0.001) y que en nuestra poblacion estar diagnosticado con
trastorno bipolar supone un factor de riesgo de EPS.

En nuestro estudio, la edad mostro ser un factor de proteccion contra los EPS. Estudios
de receptores realizados con la técnica PET han demostrado que existe asociacion
significativa entre el nimero de receptores D, y la edad. Como el riesgo de
extrapiramidalismo depende de la ocupacion de los receptores D,, una edad joven seria un
factor de riesgo de EPS (Lewis R, 1998). Este hecho se ha confirmado en nuestro estudio, ya
que las diferencias de edad entre casos (32.6+13) y controles (37.6+16) son significativas. En
nuestra poblacidn tener menos de 31 afios supone el doble de riesgo de desarrollar EPS (OR
2.3; p=0.01).

Los pacientes de nuestro estudio fueron tratados con multiples farmacos
antipsicdticos. El mas utilizado fue la risperidona (60% de los casos y el 44% de los
controles). Los distintos fdrmacos antipsicoticos presentan potencias diferentes, es decir,
capacidades diferentes de bloquear los receptores dopaminérgicos. Los APs de elevada
potencia generalmente estan asociados a un mayor riesgo de provocar extrapiramidalismo. En
nuestro estudio la distribucion de los APs seglin su potencia para producir EPS es diferente
entre casos y controles, con un mayor porcentaje de los de baja potencia, como la clozapina,
olanzapina, ziprasidona y quetiapina, en los controles (48% vs. 11%), y una mayor proporcion

de APs de elevada potencia, como el haloperidol y la trifluoroperazina, en los casos (16% vs.
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5%). El analisis univariante indica que un paciente tratado con un AP de potencia media tiene
un riesgo seis veces mayor de desarrollar EPS (p<0.001) y si se trata con un AP de potencia
alta el riesgo es considerablemente superior (OR 13; p<0.001).

Ademas de ser tratados con diferentes tipos de APs, los pacientes recibieron multiples
dosis. Para intentar homogeneizar los datos en los analisis estadisticos, hicimos un calculo de
equivalencia de dosis mediante el cédlculo de dosis equivalentes de clorpromazina (CEDD)
para los APs tipicos y atipicos. Este célculo es un procedimiento comin en los estudios de
psicofarmacologia y han sido usados en multiples estudios de farmacogenética (Murray M,
2006, Ozdemir V et al, 2004). Ademas, las CEDD fueron categorizadas en tres grupos (dosis
alta, media y baja). Al realizar el andlisis estadistico se pudo comprobar que las dosis medias
y altas triplicaban el riesgo de sufrir EPS (p=0.004 y p=0.009, respectivamente). Dado que la
capacidad de producir extrapiramidalismo se ha relacionado con la ocupacién de los
receptores D, estriatales, una mayor dosis de AP ejercera una mayor ocupacion de los mismos
y por lo tanto incrementara el riesgo de aparicion de estos trastornos motores. El hecho de que
los APs atipicos cuando se administran a dosis elevadas sean capaces de producir EPS,

justifica que la dosis sea un factor de riesgo para este efecto secundario (Casey DE, 2004).

164



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.3 DISENO Y PUESTA A PUNTO DEL METODO DE GENOTIPADO MULTIPLEX

El genotipado de polimorfismos VNTR, mediante PCR y electroforesis en gel de
agarosa o acrilamida, implica un consumo importante de tiempo y en muchas ocasiones resulta
dificil diferenciar unos alelos de otros. Dado que debiamos genotipar dos polimorfismos
VNTR, de la MAO-A y del DAT, nos planteamos disefiar un método de PCR multiplex con
electroforesis capilar que permitiera optimizar el genotipado de las muestras. La PCR
multiplex, permitio reducir el tiempo de PCR ya que la amplificacion de los fragmentos que
incluian los dos polimorfismos se realizé en el tiempo que se habria empleado para amplificar
uno so6lo. La electroforesis capilar permitid separar los fragmentos amplificados con mayor
rapidez y mayor eficiencia, ya que mediante el uso de un marcador de peso molecular se
pudieron identificar los diferentes picos de manera automatizada.

La wvalidacion del método se realizd mediante el genotipado, por métodos
anteriormente descritos (Deckert J et al., 1999; Lafuente A, 2007), de 100 muestras que
sirvieron como muestras control. Obtuvimos una concordancia del 100% para ambos
polimorfismos.

Esta metodologia podria constituir una técnica para los analisis hospitalarios en el
futuro, ya que permite realizar un genotipado de este tipo de polimorfismos de manera
automatizada, rdpida, precisa y econdmica. Ademads, existe la posibilidad de afiadir mas
polimorfismos sin casi aumentar el precio final del andlisis. La puesta a punto y el uso de este
tipo de métodos de genotipado son de gran interés cuando se quiere utilizar de forma rutinaria
en la practica clinica, ya que se pueden seleccionar los polimorfismos que se quieren analizar,
no hace falta genotipar un gran nimero de muestras al mismo tiempo, la infraestructura que
requiere es habitual en los laboratorios clinicos, y lo mas importante, se necesita muy poco

tiempo para la obtencion de los resultados, siendo €stos muy fiables.
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7.4 IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS GENETICOS DE RIESGO DE
ENFERMEDADES Y DE LOS ESTUDIOS FARMACOGENETICOS

Si observamos datos sobre la eficacia de los tratamientos utilizados actualmente,
veremos que aun queda un largo camino hasta llegar a tener tratamientos ideales para todas
las enfermedades. Segun datos proporcionados por la OMS, sélo 1/4 de las patologias se
tratan con una terapia adecuada y ademas 1/3 de las terapias adecuadas dan lugar a efectos
adversos que pueden llevar al fracaso terapéutico. Todo ello conlleva un importante gasto
econdmico que también se ha de tener en cuenta (Lazarou J et al, 1998).

En el caso de enfermedades en las que todavia no existe terapia propia o bien en las
que se prescribe farmacos poco eficaces, el estudio de las bases genéticas y moleculares para
la identificacion de nuevas dianas terapéuticas resulta imprescindible. Los estudios de
farmacogendmica se centran en el descubrimiento de estas dianas pero también buscan
marcadores periféricos que ayuden al diagnodstico y prondstico de las enfermedades. Otro
aspecto importante de la farmacogendmica es la identificacién de variantes genéticas de
susceptibilidad de enfermedades, que ayuda a realizar terapias preventivas en los individuos
de riesgo o bien instaurar estilos de vida mas apropiados. En el caso de la esquizofrenia,
conociendo los factores de riesgo genéticos, seria mas facil concienciar al individuo que debe
evitar al maximo determinados factores de riesgo ambientales, como el estrés o el consumo de
sustancias de abuso.

Finalmente, la farmacogenomica, en ocasiones, puede proporcionar un mejor
entendimiento de la etiopatogenia de la enfermedad. El estudio de riesgo de esquizofrenia que
se presenta en esta tesis doctoral ha podido detectar dos polimorfismos que posiblemente
tengan una influencia en el desarrollo de la enfermedad. Estos hallazgos ayudaran a
establecer el patron de riesgo genético, no solo de la esquizofrenia, sino también de otras
muchas enfermedades que tengan un componente genético.

La farmacogenética actuaria a otro nivel. La ausencia de predictores clinicos de la
respuesta a los antipsicoticos hace que la seleccion de la medicacidn y las dosis Optimas se
base en una estrategia de prueba y error que puede durar un tiempo considerable (Johnson JA,
2003). Durante este periodo los pacientes se exponen a un elevado riesgo de padecer recaidas,
ineficacia con respecto a determinados sintomas de la enfermedad, problemas sociales e
incluso de cometer suicidio. Ademas, la ineficacia del tratamiento llevaria a un
prolongamiento del estado psicotico del paciente que podria ser altamente téxico y

complicaria el curso futuro de la enfermedad dando lugar a una peor respuesta farmacoldgica
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(Batel P, 2000). Los estudios de farmacogenética pueden ayudar a mejorar esta situacion
ofreciendo predictores de la respuesta al tratamiento.

Estudiando el perfil genético de cada paciente se podra predecir la respuesta a un
farmaco en concreto o si es propenso a desarrollar determinados efectos secundarios. De esta
manera se podra seleccionar el mejor tratamiento para cada uno de ellos. Prescribiendo una
terapia mas individualizada se conseguird disminuir el periodo en el que la enfermedad esta
insuficientemente controlada o incontrolada, reduciendo los riesgos de ineficacia o toxicidad
y aumentando el cumplimiento por parte del paciente. Todo ello ademds llevaria a una
reduccidn importante de los costes sanitarios (Johnson J4, 2003).

En el estudio de riesgo de EPS hemos detectado un polimorfismo y un haplotipo, que
incluye dicho polimorfismo, que confieren riesgo de desarrollar este efecto secundario. Esta
informacion deberia ser utilizada para seleccionar el fArmaco mas apropiado y la dosis mas
adecuada.

La ventaja de utilizar un test genético como predictor de riesgo es que se realiza una
unica vez en cualquier momento de la vida del paciente y el resultado permanece invariable
para siempre. Ademas, la obtenciéon de la muestra, como por ejemplo sangre periférica o
saliva, no resulta un método invasivo. Los avances en las técnicas moleculares han permitido
que el genotipado sea mucho mas asequible, a nivel tanto economico como del procesado de
la muestra, facilitando asi su inclusion en los ensayos clinicos y en la practica clinica
rutinaria.

En un futuro cercano, gracias a los estudios farmacogendémicos y farmacogenéticos se
podran disefiar diferentes tests genéticos que, aunque no realicen predicciones con un 100%
de certeza, seran una herramienta clave a la hora de realizar una medicina personalizada que

sera mucho mas eficaz y segura.
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Los individuos heterocigotos AG para el polimorfismo COMT -278A/G presentan una

reduccion del 60% en el riesgo de sufrir esquizofrenia y trastornos relacionados.

El alelo G del polimorfismo MAO-B A/G intron 13 duplica el riesgo de esquizofrenia. Al
estratificar por sexo, el alelo G se comporta como factor de riesgo unicamente en mujeres,

donde las heterocigotas GG muestran seis veces mas riesgo de suftir la enfermedad.

El haplotipo formado por los polimorfismos COMT -278A/G y COMT G158A, asi como
los polimorfismos MAO-A 30bp-VNTR, MAO-A 941T/G, DAT 40bp-VNTR, DAT -

67A/T y sus respectivos haplotipos, no afectaron al riesgo de sufrir esquizofrenia.

El haplotipo formado por los polimorfismos COMT -278A/G y COMT G158A esta
asociado a la aparicion de EPS inducidos por antipsicéticos unicamente en el grupo de

pacientes con trastorno bipolar y no en el de pacientes esquizofrénicos.

Los polimorfismos MAO-A 30bp-VNTR, MAO-A 941T/G, MAO-B A/G intron 13, DAT
40pb-VNTR, DAT -67A/T y sus respectivos haplotipos, asi como el polimorfismo COMT
-278A/G, no modificaron el riesgo de sufrir EPS inducidos por APs.

En el estudio de riesgo de EPS, la edad actu6 como factor protector, viéndose duplicada la
posibilidad de presentar dicho efecto adverso en edades inferiores a 31 afios. En cambio,

el diagnodstico, asi como la dosis y la potencia del AP, mostraron ser factores de riesgo.

. Las prevalencias de los genotipos COMT -278A/G, MAO-A 30bp-VNTR, MAO-A
941T/G, MAO-B A/G intrén 13, DAT 40pb-VNTR y DAT -67A/T obtenidas en la
poblacion general de referencia de nuestro estudio, han resultado ser similares a las

descritas en otras poblaciones caucasicas.
Los resultados del genotipado obtenidos con la técnica disefiada para la deteccidon

conjunta de los polimorfismos MAO-A 30bp-VNTR y DAT 40bp-VNTR han presentado

una total concordancia con los obtenidos con otras técnicas validadas.
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