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RESUMEN

Los estudios de asociacion alélica en esquizofrenia se han enfocado en diversas regiones cromosémicas, las cuales contienen genes
que codifican para receptores dopaminérgicos. Dentro de éstas, los polimorfismos del gen del receptor de dopamina D4 (DRD4) han sido
ampliamente relacionados con la sintomatologia psiquiatrica. Existen algunos reportes de asociaciones entre el polimorfismo 48-bp-VNTR
en el exoén lll y la esquizofrenia, aunque esta relacion aun es controvertida. La mayoria de los estudios han utilizado pacientes compara-
dos contra controles o familias tipo trios. Sin embargo, no se han presentado estudios con este polimorfismo usando familias con varios
afectados. En este estudio se analizé este polimorfismo VNTR del exén Il del DRD4 en 60 familias con al menos un par de hermanos
afectados. Los datos se analizaron con el programa SIBPAL (software S.A.G.E). La estimacién promedio de alelos compartidos fue de
0.54 (p=0.014) y la proporcion estimada de parejas de hermanos/familiares con uno o dos alelos compartidos significativamente fue 0.499
y 0.208 (p=0.01, y p=0.004), respectivamente. Los resultados sugieren que el polimorfismo 48-bp-VTNR-DRD4 podria estar asociado con
la esquizofrenia en familias seleccionadas en la ciudad de México. La asociacién reportada en este trabajo podria ser positiva debido a
la particular mezcla poblacional en la ciudad de México.
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ABSTRACT

Allelic association studies in schizophrenia have focused on different chromosomal regions that contain genes coding for dopamine receptors.
The polymorphisms of the dopamine receptor D4 (DRD4) have been widely associated with psychiatric symptoms. There are some reports
of association between the polymorphism 48-bp-VNTR in exon Il and schizophrenia, although this relationship remains controversial. Most
studies have used patients comparing to controls or trios; however, there have been no studies on this polymorphism using families with
multiple affected subjects. In this study we analyzed the VNTR polymorphism of the DRD4 exon Il in 60 families with at least one pair of
affected siblings. Data was analyzed using SIBPAL (S.A.G.E. software). The average estimate of shared alleles was 0.54 (p=0.014) and
the estimated proportion of siblings with one or two shared alleles was statistically significant 0.499 and 0.208 (p=0.01, p=0.004). These
results suggest that the 48-bp-VTNR-DRD4 polymorphism may be associated with schizophrenia in Mexico City families. The association
reported in this work could be positive due to the particular population mix in Mexico City.
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a esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica

muy compleja para la cual se han descrito multi-

ples genes asociados.! El gen que codifica para el
receptor a dopamina DRD4 fue clonado y mapeado en el
brazo corto del cromosoma 11 en el locus 11pl15.5; esta
constituido por cuatro exones y tres intrones. Varios de sus
polimorfismos se han asociado con psicosis y en especial
con esquizofrenia.'** EI DRD4 es uno de los genes con
mayor variabilidad en el genoma y es uno de los mas
estudiados en desordenes psiquiatricos.*’ Las regiones
polimorficas de interés en este gen se encuentran en la
region del promotor (-521, -516), en el exdén I (120pb
R) y en el ex6n II1.%7 Aquellas regiones descritas en el
exon III presentan una region polimorfica de un tipo de
polimorfismo llamado “nimero variable de secuencias en
continuidad”, y que por sus siglas en inglés se llama VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats), con unidades de
repetidos de 48 pares de bases (pb). Dichas secuencias
repetidas pueden formar un asa citoplasmatica intracelular
con variacion de tamafio respecto al nimero de repetidos
que presente el individuo; se han reportado alelos de 2 a
11 repetidos.>® Este marcador se ha estudiado en varias
poblaciones tratando de asociar sus diversos alelos con
la esquizofrenia.

Se han realizado estudios de ligamiento para determinar
si el marcador dentro del cromosoma localiza en el mapa
del genoma la enfermedad, y se hereda de manera conjunta
con la misma, en este caso la esquizofrenia. Los resultados
de ligamiento en esquizofrenia han sugerido a la region
11p15.5 como locus candidato con la esquizofrenia, que es
el sitio donde se encuentra el gen del DRD4. Sin embargo,
la esquizofrenia es una enfermedad compleja. En muchos
trabajos se propone al gen DRD4 como posible candidato
responsable de la enfermedad.!-10-11:12.13.1415.16 Qi embar-
g0, no existe una replicacion consistente.® Es importante
puntualizar que varios de estos estudios fueron hechos en
poblaciones homogéneas, tales como la poblacion israeli
y sueca.*" En la literatura, la mayoria de los estudios de
asociacion con el gen DRD4 publicados son estudios de
casos y controles.>468.17.18.19.2021 Negde 1994 hasta la fecha
aproximadamente 12 estudios han usado este polimorfismo
sin encontrar consenso en los resultados. Los estudios de
asociacion basados en familias pueden ayudar a evitar
efectos de estratificacion poblacional, pero estos trabajos
han sido menos numerosos y también han arrojado resul-
tados ambivalentes.”!?

Hasta ahora no ha habido ningtn estudio de asociacion
para este gen usando una muestra de pares de hermanos
afectados (disefio llamado “sib-pair”: familias que cuentan
por lo menos con un par de hermanos afectados con es-
quizofrenia). En este trabajo, se uso esta metodologia para
obtener la segregacion de alelos compartidos mediante el
método de identidad por descendencia (IBD) y detectar
la implicacion de este polimorfismo con la enfermedad.

MATERIAL Y METODO

Se analizaron a todos los hermanos afectados incluidos
en las familias. Se obtuvo la probabilidad del idéntico
por descendencia (IBD) y el indice del logaritmo de pro-
babilidades (LOD).

Muestra

Se reunieron 60 pares de hermanos (Sib-pairs) con esquizo-
frenia, de familias residentes en la ciudad de México. Las
familias reclutadas reunieron los criterios de inclusion, que
eran la presencia de por lo menos dos hermanos afectados
con esquizofrenia y ser de descendencia tanto de padres
como de abuelos mexicanos.?>%

Todos los pacientes firmaron un consentimiento infor-
mado aprobado por los comités de ética de las instituciones
participantes en México y los Estados Unidos. Los pa-
cientes fueron evaluados por un psiquiatra entrenado que
les aplico la entrevista de diagndstico para los estudios
genéticos (DIGS) validada en espafol.**

Esta muestra es parte de un proyecto multicéntrico de
ligamiento.”® Las muestras de sangre periférica fueron
recolectadas y el DNA fue extraido para genotipificacion
con un procedimiento estandar.* Se analizo el polimorfismo
48bp-VNTR que se encuentra en el exon 11 del gen DRD4
en 60 familias con la presencia de cuando menos un par
de hermanos afectados con esquizofrenia reclutados en la
ciudad de México. El nimero total de sujetos genotipados
fue de 245 individuos. De ellos, 131 tuvieron el diagnés-
tico de esquizofrenia, 54% eran varones con una edad
promedio de 32.8 afios (S.D.=9) y una edad promedio de
inicio de la enfermedad de 20.4 afios (5.5 afios). La seve-
ridad de la esquizofrenia fue evaluada mediante la escala
de sintomas negativos y positivos (SANS y SAPS); sus
resultados promedio fueron de 12 (S.D.=6) y 6 (S.D.=5)
respectivamente. La genotipificacion se realizo por medio
de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR) con un programa de ciclado.* Los genotipos fueron
resueltos en geles de agarosa/metafor al 2,2% 1:1, tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados con luz ultravioleta.
Los alelos compartidos entre los hermanos afectados
fueron analizados con el paquete estadistico S.A.G.E,
version 5.3.1, por medio de los programas SIBPAL y
LODPAL.* El programa de SIBPAL analiz6 a todos los
hermanos afectados incluidos en la familia; con éste se
obtiene la probabilidad del idéntico por descendencia
(IBD), deduciendo genotipos que pudieran faltar. La pro-
babilidad de compartir el IBD entre la poblacion general es
de 0.5 y se espera que entre hermanos haya una desviacion
significativa al 0.5; de tal manera que si se observa esta
desviacion, se consideraria que el marcador esta ligado
etiologicamente con la enfermedad. El programa LODPAL
realiza su analisis a partir de los hermanos afectados con
base en la formulacion del indice LOD. La implemen-
tacion del modelo logistico general, incluye el modelo
no-paramétrico; éste permite la inclusion de todos los pares
de hermanos afectados y los hermanos no afectados.?

RESULTADOS

La proporcion estimada del marcador compartido para
los alelos IBD fue de 0.54 (p=0.014), adicionalmente la
proporcion estimada con 1y 2 alelos present6 un IBD de
1 alelo: 0.499, (p=0.01) y dos alelos: 0.208 (p=0.004). El
indice LOD que se obtuvo a partir del programa LODPAL
fue 1.26, p=0.007 (ver Cuadro 1).

DISCUSION

Este es el primer estudio realizado con el polimorfismo
48-VNTR del gen DRD4 usando pares de hermanos y en
una poblacion de sujetos originarios de la ciudad de Mé-

Cuadro 1. Frecuencia de alelos compartidos (IBD) indice LOD para
el polimorfismo 48-VNTR del gen DRD4 en pares de hermanos
afectados con esquizofrenia de la Ciudad de México

SIBPAL ALELOS IBD P
0 0.54 0.01
1 0.49 0.01
2 0.20 0.004
LODPAL LOD
1.26 0.007

xico. E1 DRD4 es un gen que ha sido asociado con varias
enfermedades mentales por ser un blanco terapéutico
importante en el control de estas patologias, siendo el sitio
de accidén de varios antipsicoticos.>?!

Algunos autores han propuesto al cromosoma 11 como
region implicada en la enfermedad, ya que contiene va-
rios genes dopaminérgicos (como el drd2 y el DRD4);
algunas de estas regiones se relacionana con la esqui-
zofrenia.!:6%11-1213.1519 Nanko y colaboradores analizaron
familias japonesas, proponiendo al marcador D11s35
como asociado con la enfermedad.'> Wang y colaborado-
res realizaron un analisis amplio del genoma en pacientes
con esquizofrenia y determinaron 16 marcadores en el
cromosoma 11; ninguno de estos marcadores evidenciaba
ligamiento genético. Sin embargo, reportaron un indice
LOD positivo de (1.35) para el gen drd2."

En una revision amplia del genoma, donde incluyeron
poblaciones con varios desordenes psiquidtricos, como
trastorno bipolar, alcoholismo y esquizofrenia, los cro-
mosoma 11, 14 y 15 reportaron regiones con resultados
significativos, y en el cromosoma 11 observaron evidencia
estadisticamente significativa de ligamiento para esqui-
zofrenia.’ Sin embargo, otros estudios no encontraron
ligamiento genético en esta misma regién cromosomi-
Ca.12’22’23

Recientemente nuestro grupo realizé dos tamizajes
genéticos en poblacion latina provenientes de EU, México,
Guatemala y Costa Rica; en el primero, con 99 pares de
hermanos diagnosticadas con esquizofrenia,?2 encontramos
evidencia significativa de ligamiento en los cromosomas
Ipter-p36 y ligamiento sugestivo en el cromosoma 18p11
y 5q35; en otro estudio posterior, utilizamos 191 familias
de los mismos sitios de estudio y encontramos evidencia
significativa de ligamiento para otro loci en 17¢21,% pero
no se detectd evidencia que apuntara a el cromosoma 11.
Por lo que podriamos pensar que la contribucion del gen
DRD4 sea de un efecto pequefio en la varianza del fenotipo
o bien como un gen modificador de la expresion de genes
principales de la vulnerabilidad a la esquizofrenia.

Para los datos presentados en este articulo se incluyo el
polimorfismo 48-VNTR del gen DRD4, y utilizamos una
muestra de este estudio multicéntrico incluyendo tnica-
mente personas de la Ciudad de México. Esta seleccion
secundaria puede disminuir la heterogeneidad genética que
presenta toda la muestra y posiblemente aumentar el poder
estadistico, ya que este polimorfismo puede ser relevante
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en esa poblacion en particular.?’ La poblacion mexicana
es una poblacion mezclada, con semejanzas genéticas a
la poblacion mexicana-americana de los Estados Unidos
y a la poblacion de Costa Rica de América Central > El
proceso de la mezcla en la poblacion mexicana fue con
antepasados del continente europeo (sobre todo espafiol) y
de Amerindios en América latina. Sin embargo, la mezcla
ha sido compleja y heterogénea. Como resultado de esta
variabilidad, en la actualidad se podria encontrar una ho-
mogeneidad mas alta dentro de la poblacion de la Ciudad
de México comparada con la muestra que fue incluida en
estudios mas amplios, descritos anteriormente, y en don-
de se utilizaron muestras de otros paises. Considerando
unicamente las familias de esta ciudad, contamos con la
ventaja de que el analisis de la asociacion se realizd en
una sub-muestra menos heterogénea.?®

CONCLUSIONES

En varias ocasiones se ha sugerido que el cromosoma 11
se encuentra implicado en la etiologia de la esquizofrenia.
No obstante, nunca se ha probado que el ligamiento fuera
significativo y nunca se ha replicado de forma consistente.
Nuestros resultados demuestran que los alelos del polimor-
fismo 40-VNTR del gen DRD4 se comparten con mayor
frecuencia entre los hermanos afectados con esquizofrenia
en una sub-muestra poblacional de la Ciudad de México.
Debido a su particular disefio, este estudio puede indicar
un gen candidato para estudiarse con mayor detalle en
el futuro, especialmente en la poblacion de la Ciudad de
Meéxico.

Las limitaciones principales de nuestro estudio es el
pequeiio tamafio de la muestra y la inclusion de solamente
un polimorfismo en este gen. En estudios futuros se debe
analizar si la asociacién de este gen se reproduce en mues-
tras mas grandes de familias con esquizofrenia obtenidas
de la poblacion mexicana.
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