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Resumen

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico grave e incapacitante, caracterizado
por un conjunto de desdrdenes mentales que incluyen alucinaciones, alteraciones
en el afecto, en la conducta, juicio de las emociones y problemas cognitivos como
atencion y concentracion. Uno de los principales tratamientos farmacologicos
incluye a la clozapina. Sin embargo, existe un porcentaje de pacientes que no
responden a ella. Estudios reportan que la presencia de polimorfismos de
nucledtido simple podria condicionar la respuesta a tratamiento, y dentro de éstos
estarian involucrados los genes de la oxitocina y su receptor. A la fecha, no
existen estudios publicados en poblacién chilena que den cuenta de la posible
relacion entre polimorfismos de oxitocina y su receptor con la etiologia de
esquizofrenia. La presente tesis evalud la frecuencia de los polimorfismos de
nucleotido Unico rs877172, rs274010, rs2740204 en el gen de oxitocina y
rs2254298, rs53576, rs2228485 en el gen del receptor de oxitocina en un grupo de
individuos con diagndéstico de esquizofrenia refractaria. Se compararon
frecuencias entre pacientes respondedores y no respondedores a tratamiento con
clozapina. Se encontraron asociaciones significativas en la distribucion alélica del
SNP rs53576, y en las distribuciones genotipicas de rs53576 y rs877172 en los
pacientes resistentes. Para los otros polimorfismos no hay diferencias
significativas entre los grupos. Estos resultados sugieren que la presencia de

estos polimorfismos podria influir en la respuesta al tratamiento con clozapina.



Polymorphisms determination in oxytocin gene and oxytocin receptor gene

in patients with refractory schizophrenia diagnosis in clozapine treatment.

Schizophrenia is a serious and incapacitating psychiatric disorder, characterized by
a combination of mental disorders that included hallucinations, affection alterations,
behavior changes, emotional judgment and cognitive process like attention and
concentration. One of the main pharmacological treatments includes clozapine.
However, exist a percentage of patients that does not respond to treatment.
Evidence suggests the presence of Single Nucleotide Polymorphisms can modify
the treatment outcome, and among these, the oxytocin and oxytocin receptor
genes could be involved. Up to date, there are not published studies of the Chilean
population that reports the possible relation between oxytocin and oxytocin
receptor polymorphisms with the etiology of the schizophrenia. In this thesis, the
frequency of different Single Nucleotides Polymorphisms was assessed, including
the rs877172, rs2740210, rs2740204 in the oxytocin gene and the rs2254298,
rs53576, rs2228485 in oxytocin receptor gene in a population of individuals
diagnosed with refractory schizophrenia. Frequencies of Polymorphisms were
compared between patients that respond or not to the treatment with clozapine.
Significant associations were found in the allelic distribution of rs53576 SNP, and
in the genotypic distribution of rs53576 and rs877172 of non-responder treatment
patients. In the other polymorphisms are not significant difference among groups.
These results suggest that the presence of these polymorphism could modify

clozapine treatment outcome.



Indice
T 0T [Tl ox T o N 1
1. ESQUIZOTIENIA ...ttt e 1
FZ © (] (o Tox | - P PUURPPPPRRNS 4
3. Roldela OXT en esqUIZOfIENIA ......ccoeeeeeeeee e 4
4. Justificacion del eStudio .........ccooeeeeiiiiii 6
[ T oL 0] (=] 8
(@] 0 1=3 1170 1 U SRSPPSPP 9
(@] o =2 AV 0T o =T U= | USSP 9
ODbjetiVOS €SPECITICOS. .. i i e e e e e e e e eaaees 9
PaCieNteS Y MEBLIOUOS. ....ccee ittt e e e e e e et e e e e e e e e e aaes 10
ool [T 1= 10
b= Lot ed o ] e (=30 A 5 10
Cuantificacion del ADN .......cccooiiiiii e 11
PCR (discriminacion aléliCa) ..............coiiiiieiiiiiiii e 11
ANALISIS @STAAISTICO ..eeviiiiiiiiiiiiiiee e 12
RS 1 =T [0 1P 14
Caracterizacion de PACIENIES ........ccoceeiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e eanaes 14
GraficoS de PCR ... .o 15
Distribucidn de frecuencias aléliCas.............cuuvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee 17
Distribucion de frecuencias genotipiCas ...........uveeeiieeeeiiiiiiiiiiieeee e 19
1D 1S 1] o o 21
(@] [ 11153 o] 1o 25
BIbDlOGrafia......vveiie e 26
N 1= (01 T PP 31



Introduccién

1. Esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico grave e incapacitante, caracterizado
por un conjunto de desordenes mentales como alteraciones de la percepcion
(alucinaciones), ideacion, comprobacion de la realidad (delirios) procesos del
pensamiento (asociaciones laxas), sentimientos (afecto plano, afecto inapropiado),
conducta (catatonia, desorganizacion), cognicion (atencidn, concentracion),
motivacion y juicio de las emociones. Estas comprometen las funciones esenciales
que dan a la persona normal la vivencia de su individualidad, singularidad y
dominio de si misma. Por lo tanto, de esta manera, suelen afectar de forma
importante la vida de quienes la padecen y asi como la de personas de su circulo
cercano, tanto familiares como amigos. No hay ningun sintoma que, por si solo,
sea patognémico de la esquizofrenia. No todos los sintomas descritos estan
presentes en cada uno de los pacientes de esquizofrenia. El trastorno se
caracteriza por una gran heterogeneidad entre los distintos individuos y una

variabilidad en cada uno de ellos a lo largo del tiempo (1).

En un meta andlisis que revisd estudios publicados entre 1965 y 2002 de 46
paises de los cinco continentes, se obtuvo una prevalencia de vida de 4,0
personas por cada mil habitantes (2). En otro meta analisis, realizado por el mismo
grupo de investigadores, se llevd a cabo una revision de estudios desde 1965
hasta 2001 en 33 paises, que determiné una incidencia de 15,2 casos nuevos por
cada 100.000 habitantes por afio. Junto con esto, el estudio mostroé que existe una
mayor incidencia de esquizofrenia en hombres que en mujeres, mayor en zonas
urbanas que rurales, y mayor en inmigrantes (africanos, indios, polacos, rusos,
afrocaribefios y otros asiaticos) que en personas nativas (Alemania, Reino Unido,

Suecia, Paises Bajos) (3).

En Chile, la prevalencia de la esquizofrenia es de 1,4 a 1,6 personas por cada mil

habitantes, y la incidencia es de 12 casos nuevos por cada 100.000 habitantes por



afo (4). En el Estudio Chileno de Prevalencia de Patologia Psiquiatrica, llevado a

cabo el 2002, se mostré una prevalencia de vida de 0,9% (5).

Entre un 20-40% de los pacientes experimenta sus primeros episodios psicoticos
antes de los 20 afios de edad. Para los hombres, la edad peak de inicio se
encuentra entre los 15-25 afos, mientras que en las mujeres esta entre los 25-35
afnos. Las mujeres, ademas, presentan un segundo peak de inicio, después de los
40-45 afios, justo antes de la menopausia (1).

Los sintomas caracteristicos de la esquizofrenia son usualmente clasificados en
cuatro grandes grupos (ver Tabla 1): sintomas positivos, en los que existe un
exceso o distorsion en la percepcion de la realidad, asi como pensamientos y
conductas desorganizadas; sintomas negativos, definidos como la ausencia o
disminucién de las funciones normales; sintomas cognitivos, que afectan
deficitariamente multiples areas de la cognicion; y sintomas afectivos y ansiosos,
relacionados con el estado de animo y las reacciones del paciente a ciertos

estimulos (6).

El tratamiento de la esquizofrenia, de manera general, incluye evaluacion integral,
farmacoterapia, intervenciones psicosociales, intervenciones de rehabilitacion
neurocognitiva y servicios de apoyo (4). En la terapia farmacolégica, los
antipsicoticos constituyen la primera linea de tratamiento, los cuales, en su
mayoria, actian sobre el sistema dopaminérgico a nivel central (1). Sin embargo,
hay un porcentaje de pacientes, entre 10-30%, que tiene poca o nula respuesta
farmacoldgica, y otro 30% que tiene una respuesta parcial (1). En estos casos de
resistencia al tratamiento, se recomienda aumentar dosis, sustituir o agregar
antipsicéticos (7, 8). La indicacion que se ha mostrado mas eficiente es el inicio
de tratamiento con clozapina (9). Sin embargo, sélo un 30-60% de los pacientes

resistentes responden adecuadamente al farmaco (10).



Tabla 1. Clasificacion de sintomas de la
2017).

esquizofrenia (modificado de Minsal

Sintomas positivos

Sintomas negativos

Ideas delirantes, alucinaciones, catatonia,

agitacion.

Aplanamiento afectivo, retraimiento

emocional, retraimiento social,

apatia, falta de espontaneidad,
pensamiento estereotipado, alogia,

abolicion, anhedonia.

Sintomas cognitivos

Sintomas afectivos y ansiosos

Déficits en atencion, memoria,

procesamiento de informacion, funciones
ejecutivas (problemas para estructurar una
meta, ordenar,

concentrarse, priorizar,

evaluar, adaptarse); pobreza ideativa.

Disforia (irritabilidad, preocupacion,

tension), humor depresivo,
desesperanza, ideas e intentos de

suicidio, hostilidad, impulsividad.

La clozapina es un antipsicético atipico, utilizado en los casos en que no hay una

respuesta adecuada del paciente a dos 0 mas antipsicoéticos, e indicado ademas

para diagnosticados con esquizofrenia asociada a comportamientos suicidas o

conductas autolesivas (6). Mejora los sintomas negativos y algunos aspectos

cognitivos (fluidez verbal, recuerdo inmediato y diferido) (11). Su mecanismo de

accion difiere de los antipsicéticos tipicos en el bloqueo dopaminérgico, donde hay

una menor unién a receptores D2 y mayor unién a los receptores D4, lo que le

confiere una disminucién en los efectos laterales de tipo extrapiramidales.

Ademas, posee afinidad por receptores serotoninérgicos, muscarinicos, alfa-

adrenérgicos e histaminérgicos (10).




2. Oxitocina

La oxitocina (OXT) es una hormona polipeptidica de nueve aminoacidos. Es
sintetizada principalmente en neuronas hipotalamicas en los nucleos supradpticos
(SON) y paraventricular (PVN). Aunque también en tejidos periféricos, tales como
Gtero, placenta, saco amniético, cuerpo lateo, testiculos y corazon (12). El gen de
la OXT se encuentra en el brazo corto del cromosoma 20, regién 1, banda 3
(20p13), el cual codifica un precursor que luego de ser procesado genera oxitocina
y neurofisina | (13). Tiene un largo de 760 pares de base (bp) y posee tres exones.
(15).

Por otro lado, el receptor de oxitocina (OXTR) es una proteina de 389 aminoacidos
con siete dominios transmembrana que corresponde a una proteina Ggq, la cual
activa la via de sefalizacion de fosfolipasa C (PLC) (12). Su gen se ubica en el
brazo corto del cromosoma 3, region 2, banda 5, sub-banda 3 (3p25.3); tiene un

largo de 17 kilobases, y esta constituido por tres intrones y cuatro exones (13).

La OXT estimula la contraccion del musculo uterino durante el parto y en la
eyeccion de la leche durante la lactancia en respuesta a la succion del bebé al
pezén. La OXT también esta involucrada en diversos comportamientos sociales,
tales como el sexual, el maternal, memoria social, reconocimiento social,
comportamiento afiliativo, apego; y comportamientos “no sociales” como

aprendizaje, memoria, memoria espacial y no espacial (16).

3. Rol de la OXT en esquizofrenia

Como ha sido descrito en la literatura, entre las caracteristicas distintivas que se
observan en los pacientes con esquizofrenia se destacan las dificultades en el
desarrollo de las habilidades sociales, que incluyen la comunicacion y la
mantencion de relaciones interpersonales con otros individuos (17, 18, 19).
Asimismo, se ha observado que estas caracteristicas se presentan antes del inicio
de los brotes psicoticos, e inclusive han sido reportados en parientes de los

pacientes esquizofrénicos (20). Estudios en humanos han arrojado interesantes



resultados en lo que respecta al papel que juega la OXT en la conducta social,
potenciando la codificacion y, en consecuencia, el recuerdo de estimulos sociales
positivos (21, 22).

Hay estudios que plantean que la fisiopatologia de la esquizofrenia podria estar
relacionada a alteraciones en el sistema oxitocinérgico (23, 24, 25). Goldman y
cols. detectaron una relacion entre los niveles plasméticos de OXT en pacientes
con diagndstico de esquizofrenia y su desempefio en el reconocimiento de
emociones faciales, capacidad que esta disminuida en esquizofrenia (26).
Ademas, se ha mostrado que pacientes diagnosticados con esquizofrenia con
niveles elevados de OXT plasmatica presentan sintomas positivos menos severos
y menos déficits sociales (23).

Por otra parte, se ha observado que en modelos de ratones deficientes (knockout,
KO) de OXT existen déficits en funciones cognitivas y sociales (27). Los animales
machos fallaron en desarrollar memoria social tanto en el test de habituacion-
deshabituacion (28) y el test de reconocimiento social (29). La administracion de
un antagonista de OXT (AOVT) suprimié el reconocimiento social en hembras
(30).

Se ha descrito que la presencia de polimorfismos de nucleétido unico (SNP, single
nucleotide polymorphism) en los genes de OXT y OXTR tendria implicancia en la
severidad de los sintomas y eficacia del tratamiento en pacientes con diagnéstico
de esquizofrenia (24, 31).

Dentro del campo especifico del estudio genético en cognicion social, el gen
OXTR ha sido probablemente el mas estudiado, siendo relacionado con su
funcionamiento tanto en adultos sanos, como en pacientes con trastornos
psiquiatricos como esquizofrenia (32, 33). Las variantes rs53576 y rs2254298 han
sido asociadas tanto a medidas de autorreporte de empatia como a datos de
neuroimagenes funcionales en pruebas de percepcion de emociones (34).

Ademas, se ha descrito que quienes presentan SNPs en OXTR mejoran los



sintomas positivos luego del tratamiento con antipsicoticos (24), lo cual podria

deberse a que la clozapina aumentaria los niveles plasmaticos de OXT (35).

Dada la relacion entre los sintomas negativos en esquizofrenia y los efectos de
OXT en comportamientos sociales, es que los investigadores plantean que una
desregulacion del sistema oxitocinérgico podria contribuir a la etiologia vy

sintomatologia de la esquizofrenia (36).

4. Justificacion del estudio

En la actualidad, existe una alta tasa de pacientes refractarios a la farmacoterapia
disponible para el tratamiento de la esquizofrenia (antipsicéticos), los cuales
bordean el 30%, incluso después del uso de clozapina, farmaco recomendado por

la guia clinica AUGE del Minsal como terapia refractaria (6).

Uno de los problemas que presenta el tratamiento con clozapina, es la
heterogeneidad de resultados en los pacientes, presentando una alta variabilidad
de respuesta farmacologica entre ellos (9, 10), derivando en complicaciones de la
no predictibilidad de la respuesta terapéutica y, por ende, la necesidad de

equilibrar sus beneficios con sus potenciales efectos adversos.

Existen aun muchas interrogantes en lo que respecta al tratamiento farmacoldgico
de la esquizofrenia, especialmente a nivel local. Es por esto que resulta esencial
llevar a cabo estudios genéticos dentro de la poblacion chilena que sirvan como
predictor de la eficacia al tratamiento con clozapina.

Ademas, existen evidencias sélidas que apuntan a la OXT como una alternativa
viable en el tratamiento de la sintomatologia esquizofrénica (27, 36, 37); junto con
reportes de asociacion para variantes en los genes que codifican para OXT y
OXTR, en la etiologia de la esquizofrenia (24, 31, 33).

Por lo que, teniendo en cuenta esta problematica, se hace necesaria la realizacion

de un estudio genético que evalle las diferencias en la frecuencia de SNPs de los



genes que codifican para OXT y OXTR entre pacientes que responden al

tratamiento con clozapina y pacientes que no responden a dicho farmaco.



Hipotesis

Las frecuencias de polimorfismos en el gen de oxitocina (rs877172, rs2740210,
rs2740204) y en el gen de receptor de oxitocina (rs2254298, rs53576, rs2228485)
son distintas entre pacientes con diagndstico de esquizofrenia refractaria
respondedores al tratamiento con clozapina comparados con aquellos que no
responden al tratamiento.



Objetivos
Objetivo general

Evaluar la frecuencia de los SNPs rs877172, rs2740210, rs2740204 en el gen de
OXT, y los SNPs rs2228485, rs53576, rs2254298 en el gen OXTR en pacientes
con diagnostico de esquizofrenia refractaria.

Obijetivos especificos

- Genaotipificar un grupo de pacientes con diagnéstico de esquizofrenia
refractaria para los polimorfismos rs877172, rs2740210, rs2740204 en el
gen de OXT, y rs2228485, rs53576, rs2254298 en el gen OXTR, por PCR
en tiempo real con sondas Tagman.

- Determinar frecuencias alélicas y genotipicas de los distintos SNPs
estudiados y evaluarlas estadisticamente.

- Analizar correlaciones entre las variables de polimorfismos y respuesta a
tratamiento con clozapina.
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Pacientes y métodos

Pacientes

Este trabajo se enmarca en el proyecto colaborativo del tutor de esta tesis con el
Dr. Alvaro Cavieres del Hospital Psiquiatrico El Salvador, Playa Ancha. Se trabajo
con un panel de ADN de individuos con diagndéstico de esquizofrenia refractaria,
bajo tratamiento con clozapina, obtenido a partir de muestras de sangre
recolectadas durante el 2015 y 2016. El estudio cuenta con la aprobacion del
comité de ética para la Investigacion en Salud del Servicio de Salud Valparaiso-

San Antonio.

- Criterios de inclusién: Pacientes atendidos en el Hospital Psiquiatrico, menores
de 60 afos, con diagnostico sélo de esquizofrenia refractaria, en tratamiento con

clozapina desde hace mas de un mes, y haber firmado consentimiento informado.

- Criterios de exclusion: Capacidad cognitiva que le impida firmar el
consentimiento informado, decidir abandonar el estudio, cambiar de tratamiento

antes de tomar las muestras.

Extraccion de ADN

El ADN requerido para ser analizado se obtiene a partir de muestras de donantes.
Para esto se utilizo el kit de extraccion NucleoSpin®Blood L (Macherey-Nagel). Se
pipetean 2mL de las muestras de sangre y 150uL de proteinasa K en un tubo
falcon de 15mL, luego se agregan 2mL de buffer BQ1l a las muestras y se
vortexean vigorosamente por 10 segundos. Incubar muestras a 56°C por 15
minutos. Agregar 2mL de etanol (96-100%) a cada muestra y mezclar por
inversion 10 veces. Para cada preparacion, tomar una columna NucleoSpin®Blood
L y ponerla en un tubo colector de 15mL y cargar 3mL del lisado (No humedecer la
orilla de la columna). Cerrar los tubos con tapa y centrifugar a 4500 x g por 3
minutos. Cargar el lisado restante en la columna NucleoSpin®Blood L respectiva

para la muestra, evitando humedecer la orilla. Centrifugar a 4500 x g por 5
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minutos. Descartar el sobrenadante y poner la columna de vuelta en el tubo
colector. Para el primer lavado, agregar 2mL de buffer BQ2 y centrifugar a 4500 X
g por 2 minutos. Para el segundo lavado y secado, agregar 2mL de buffer BQ2 y
centrifugar a 4500 x g por 10 minutos. Sacar la columna cuidadosamente para
evitar que el fluido tome contacto con la salida de la columna. Para eluir el ADN,
insertar la columna en un nuevo tubo colector de 15mL y afiadir 200uL de buffer
BE precalentado a 70°C directamente al centro de la membrana de silica, incubar
a temperatura ambiente por 2 minutos y centrifugar a 4500 x g por 2 minutos.

Cuantificacion del ADN

Para cuantificar el ADN se utilizé un equipo espectrofotométrico para microplacas
Epoch™ Biotek® Instruments, Inc. Ademas, con el mismo equipo se determinara
la pureza del ADN por medio del indice 260/280.

Finalmente, se realiza una normalizacion de las muestras obtenidas a una
concentracion de 6ng/pL diluyéndolas con agua destilada de grado molecular,

para ser analizadas en un termociclador.

PCR (discriminacion alélica)

Para llevar a cabo la genotipificacion se usaron sondas TagMan® con las
secuencias especificas del SNP. Se debe tener precaucion con la luz ya que es
fotolabil, por lo que se cubre con papel aluminio. Se requiere de un MasterMix, el
cual contiene la polimerasa, los nucleétidos y los cofactores; y agua destilada
grado molecular. Las cantidades en las que se mezclan los reactivos estan
indicadas en la Tabla 2. El andlisis de los genotipos se realiza en un termociclador
Agilent Technologies, AriaMx Real-Time PCR System®, cuyo programa de
temperatura se encuentra en la Tabla 3. Se deben seleccionar los fluoréforos FAM
y VIC.
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Tabla 2. Voliumenes de reactivos para solucion de PCR

Reactivos ML (x1 reaccidn)
MasterMix 5

Sonda TagMan 0,175

H20 2,825

ADN (6ng/uL) 2

Volumen final 10 uL

Tabla 3. Programa de temperatura para termociclador

Duracion del ciclo | Temperatura N° de
(°C) ciclos
10 minutos 95 1
15 segundos 95
50
1 minuto 60

El andlisis de los resultados para la genotipificacion se realizard con el software

del termociclador, Agilent AriaMx 1.0®.

Andlisis estadistico

Una vez obtenidos los genotipos de todos los pacientes, se procedid a determinar
las frecuencias del alelo mas coman (Al) y del alelo menos comun (A2 o MAF,
Minor Allele Frequency) de cada grupo de pacientes (remisidn y resistencia) para
cada uno de los SNP. Luego de esto, se realiz6 le prueba de x? para determinar si
existian diferencias significativas entre ambos grupos. Se sigue el mismo
procedimiento para las frecuencias genotipicas con la diferencia de que se
determina el Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) en cada grupo de pacientes antes

de hacer la prueba de x>
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Los calculos de HWE se realizaron con el calculador online “Court Lab — HW
calculator (Michael H. Court 2005-2008)”. Las pruebas de x? se llevaron a cabo

con el software GraphPad Prism® 7.0.
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Resultados

Caracterizacion de pacientes

Se analizaron las fichas clinicas de 149 pacientes del Hospital Psiquiatrico El
Salvador, Playa ancha, Valparaiso, que asistian regularmente a hacerse sus
examenes y controles médicos habituales. 30 de ellos fueron descartados ya que
presentaban otro diagnéstico o mas diagndsticos, y 8 porque no cumplian criterios
de dosis y/o tiempo de tratamiento con clozapina. 15 rechazaron participar en el
estudio y uno fue descartado debido a que, por la severidad de su condicién, no

estaba apto para consentir.

Finalmente, 95 pacientes cumplieron con los criterios de inclusién, aceptaron
participar del estudio y firmaron el consentimiento informado. La edad de los

pacientes iba desde los 15 a los 55 afios.

Luego de realizada la extraccion de sangre, se procedio a evaluar a los pacientes
con la escala BPRS para clasificarlos en dos grupos, resultando 42 de ellos en

remision y 26 con resistencia al tratamiento.

Luego de realizada la extraccion de sangre, se procedio a evaluar a los pacientes
con la escala BPRS (Brief Psychiatric Rating Scale) para clasificarlos en dos
grupos, resultando 42 de ellos en remision y 26 con resistencia al tratamiento. De
cuatro de ellos no se obtuvo el ADN suficiente para hacer la genotipificacion,
guedando 40 y 24 respectivamente.
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Figura 1. Grafico de amplificaciéon (fluorescencia versus ciclos) para el SNP
rs2740210.

En este grafico se observa la amplificacion de ADN de las muestras versus la
cantidad de ciclos de PCR. Para cada una de las muestras hay dos sondas que
indican la cantidad de ADN de manera proporcional a su fluorescencia (VIC y
FAM). Estas sondas son especificas para cada uno de los dos posibles alelos; por
lo tanto, si una muestra es homocigota, se vera un incremento de la fluorescencia
en solo una de las sondas; en cambio, si es heterocigota, el incremento se vera en
ambas sondas.
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Figura 2. Grafico de determinacion genotipica (fluorescencia VIC versus
fluorescencia FAM) para el SNP rs2740210.

Puede apreciarse el agrupamiento de los distintos grupos de acuerdo con su
genotipo. De este modo, los individuos con el genotipo AA se agruparan hacia el
area superior izquierda (rojo), dado que se obtiene fluorescencia Unicamente por
la sonda VIC que es especifica para el alelo A. En el centro (verde) se ubican los
individuos con el genotipo CA, ya que obtienen fluorescencia por ambas sondas,
VIC y FAM. En la zona inferior derecha (azul), se encuentran los individuos con el
genotipo CC que obtienen fluorescencia por la sonda FAM, especifica para el alelo
C.
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Distribucion de frecuencias alélicas

Tabla 4. Frecuencias alélicas en gen OXT (n=64)

SNP Alelos Estadistica
rs877172 AlL: T A2 (MAF): G X2 P
Remisién, n (%) 46 (57,50) 34 (42,50) 3.07 008
Resistencia, n (%) 35 (72,92) 13 (27,08) ' '
SNP Alelos Estadistica
rs2740210 Al: C A2 (MAF): A X2 P
Remision, n (%) 44 (55,00) 36 (45,00) 069 0.40
Resistencia, n (%) 30 (62,50) 18 (37,50) ' '
SNP Alelos Estadistica
rs2740204 Al: G A2 (MAF): T X2 P
Remision, n (%) 45 (56,25) 35 (43,75) 0.47 0.49
Resistencia, n (%) 24 (50,00) 24 (50,00) ' '

Una vez realizada la genotipificacion de los pacientes para cada uno de los
polimorfismos involucrados, se procedid a determinar las frecuencias alélicas
segun la respuesta de éstos al tratamiento, con el fin de determinar si hay
diferencias significativas entre pacientes en remision y resistentes al tratamiento

mediante la prueba de x2.

En el gen OXT no se observan diferencias estadisticamente significativas entre
pacientes en remision y resistentes.

(A1: alelo de mayor frecuencia; A2 o MAF: alelo de menor frecuencia).



Tabla 5. Frecuencias alélicas en gen OXTR (n=64)
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SNP Alelos Estadistica
rs2254298 Al: G A2 (MAF): A X2 P
Remisién, n (%) 67 (83,75) 13 (16,25) 043 051
Resistencia, n (%) 38 (79,17) 10 (20,83) ' '
SNP Alelos Estadistica
rs53576 Al: G A2 (MAF): A X2 P
Remisién, n (%) 43 (53,75) 37 (46,25) 463 003
Resistencia, n (%) 35 (72,92) 13 (27,08) ' '
SNP Alelos Estadistica
rs2228485 Al: A A2 (MAF): G X2 P
Remision, n (%) 57 (71,25) 23 (28,75) 098 0.32
Resistencia, n (%) 38 (79,17) 10 (20,83) ' '

En el SNP rs53576 del gen OXTR se observa un P = 0,03 (destacado en negrita),

lo cual indica una diferencia significativa en la distribucion de las frecuencias

alélicas entre pacientes en remision y resistentes.



Distribucion de frecuencias genotipicas

Tabla 6. Frecuencias genotipicas en gen OXT (n=64)
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SNP Genotipos Estadistica
rs877172 TT TG GG HWE X2 P
.y 11 24 5
0
Remision, n (%) (27.50) | (60,00) | (12,50) 0,15 6 60 008
Resistencia, n (%) L4 ! 3 0,20 , ’
’ (58,33) | (29,17) | (12,50) ’
SNP Genotipos Estadistica
rs27401210 cC CA AA HWE X2 P
. 12 20 8
0
Remision, n (%) (30,00) | (50,00) | (20,00) 0,95 0.0 064
Resistencia, n (%) 10 10 4 0,59 ’ ’
’ (41,67) | (41,67) | (16,66) ’
SNP Genotipos Estadistica
rs2740204 GG GT TT HWE X2 P
. 12 21 7
0
Remision, n (%) (30,00) | (52.50) | (17.50) 0,67 057 0e
Resistencia, n (%) 6 12 6 1,00 ’ ’
’ (25,00) | (50,00) | (25,00) '

Una vez obtenidas las frecuencias alélicas, se procedio a ordenar las frecuencias

genotipicas segun la respuesta de los pacientes al tratamiento, con el fin de

determinar si hay diferencias significativas entre los grupos de remision y

resistentes al tratamiento. Primero, se calculd si cada grupo de pacientes estaba

dentro del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) mediante el calculador online “Court
Lab — HW Calculator (Michael H. Court 2005-2008)". Luego, se realizo la prueba x?

para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos.

En el gen OXT, todos los grupos de pacientes en todos los polimorfismos estan

dentro del HWE, lo que indica que los alelos mantuvieron su frecuencia en la

poblacion a través de las generaciones. En el SNP rs877172 del gen OXT se




Tabla 7. Frecuencias genotipicas en gen OXTR (n=64)

SNP Genotipos Estadistica
rs2254298 GG GA AA HWE X2 P
. 29 9 2
0,
Remision, n (%) (72.50) | (22.50) (5,00) 0,27 S50 017
, , 0 14 10 0 ’ ’
Resistencia, n (%) (58.33) | (41.67) (0,00) 0,20
SNP Genotipos Estadistica
rs53576 GG GA AA HWE X2 P
.y 13 17 10
0,
Remision, n (%) (32,50) | (42.50) | (25.00) 0,36 e 0008
. o 11 13 0 ’ ’
Resistencia, n (%) (45.83) | (54.17) (0,00) 0,07
SNP Genotipos Estadistica
rs2228485 AA AG GG HWE X2 P
. 20 17 3
0,
Remision, n (%) (50,00) | (42.,50) (7.50) 0,81 03 056
. . 0 16 6 2 ’ ’
Resistencia, n (%) (66.67) | (25.00) (8.33) 0,24

observa un P = 0,03 (destacado en negrita), lo cual indica una diferencia

significativa en la distribucién de las frecuencias genotipicas entre pacientes en

remision y resistentes (Tabla 6).

En el gen OXTR, todos los grupos de pacientes en todos los polimorfismos estan
dentro del HWE, lo que indica que los alelos mantuvieron su frecuencia en la
poblacion a través de las generaciones. En el SNP rs53576 del gen OXTR se
observa un P = 0,028 (destacado en negrita), lo cual indica una diferencia

significativa en la distribucién de las frecuencias genotipicas entre pacientes en

remision y resistentes (Tabla 7).
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Discusién

En la presente tesis se determinaron cambios en las frecuencias de polimorfismos
de los genes de OXT y OXTR entre pacientes con diagnostico de esquizofrenia
refractaria respondedores y resistentes a tratamiento con clozapina. Al respecto,
en el polimorfismo rs877172 del gen de OXT (Tabla 6) se detecté una diferencia
estadisticamente significativa en la distribucion de los genotipos. Souza y cols. en
2010 (38), en un estudio caso-control, trataron de establecer una relacion entre la
presencia de determinados polimorfismos y el riesgo de esquizofrenia, entre los
que estaba rs877172, no mostrando relacion significativa. Esta diferencia puede
deberse a un aspecto metodoldgico, ya que en la presente tesis no existe un
grupo control. Por otra parte, al comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de
este polimorfismo con diferentes poblaciones, se puede notar que el grupo de
pacientes resistentes al tratamiento con clozapina es el que menos se asemeja a
los demas (Alelo T, genotipos TT y TG, Tabla 8). También, en los pacientes con
remision al tratamiento con clozapina se puede apreciar diferencias en los

genotipos respecto a las demas poblaciones.

Tabla 8. Distribucion alélica y genotipica del polimorfismo rs877172 en distintas
poblaciones.

Frecuencias Frecuencias
Poblacién n alélicas genotipicas Referencias
T G TT TG GG
Remision 40 0,58 0,42 0,28 0,60 0,12 | Este estudio
Resistencia 24 0,73 0,27 0,58 0,29 0,13 | Este estudio
Ambos 64 0,63 0,37 0,39 0,48 0,13 | Este estudio

Americanos - - - - - - -
Europeos 224 | 0,66 0,34 | 043 | 0,45 | 0,12 | dbSNP (39)
Afroamericanos | 46 0,54 0,46 | 0,26 | 0,57 | 0,17 | dbSNP (39)
Total
recopilacion de | 5008 | 0,57 0,43 - 0,490* - UCSC (40)
base de datos

(*): estimacion aritmética
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Las distribuciones alélicas y genotipicas del polimorfismo rs53576 del gen de
OXTR mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
remision y resistencia al tratamiento (Tabla 5 y tabla 7), lo cual indicaria una
posible relacion entre la presencia del polimorfismo con la respuesta a clozapina.
Sin embargo, esto no se condice con los estudios de Montag (41), en los que hay
una mayor frecuencia del alelo A en los pacientes analizados respecto a los
controles sanos. Ademas, se puede apreciar una similitud en los valores de las
frecuencias alélicas de los pacientes resistentes a clozapina y los controles sanos
del estudio de Montag y cols. ya mencionado. Al comparar las frecuencias alélicas
y genotipicas con otras poblaciones, se puede apreciar que los pacientes

resistentes difieren de las demas, viéndose una mayor frecuencia del alelo G.

Tabla 9. Distribucién alélica y genotipica del polimorfismo rs53576 en distintas
poblaciones.

Frecuencias Frecuencias
Poblacién n alélicas genotipicas Referencias
G A GG GA AA

Remision 40 0,54 0,46 0,32 0,43 0,25 | Este estudio
Resistencia 24 0,73 0,27 0,46 0,54 0,00 | Este estudio
Ambos 64 0,61 0,39 0,38 0,47 0,16 | Este estudio
Americanos 694 | 0,64 0,36 - - - dbSNP (42)
Europeos 1006 | 0,65 0,35 - - - dbSNP (42)

Afroamericanos - - - - - - -

Total
recopilacion de | 5008 | 0,61 0,39 - 0,476* - UCSC (43)
base de datos

(*): estimacion aritmética

Ambos polimorfismos, rs53576 y rs877172, estan ubicados en secuencias
intronicas de sus respectivos genes (40, 43), por lo que su alteraciéon podria
afectar la estructura y estabilidad de los ARNm, y la generacion de nuevos sitios
de splicing o splicing alternativos (44), y, por consiguiente, alterar la estructura y/o
funcién del péptido (OXT) o proteina (OXTR).
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En los demas SNPs analizados no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, posiblemente a que los polimorfismos no estan relacionados con la

respuesta a clozapina en esta poblacion.

Sin embargo, en todos estos casos, se debe tener en cuenta la posibilidad de que
la falta de respuesta al tratamiento con clozapina se deba a la presencia de otros
polimorfismos involucrados con la farmacocinética de la clozapina o con su
mecanismo de accién. Una de las proteinas involucradas en el metabolismo de la
clozapina es la glicoproteina-P (P-gp) o MDR1 (multidrug resistance protein 1). Es
una bomba de eflujo transmembrana que expulsa sustancias desde el interior de
la célula hacia el exterior (45). En un estudio del 2009 (46) con pacientes tratados
con clozapina, se encontr6 que quienes tenian el polimorfismo 3435CC
necesitaban dosis mas altas para alcanzar las mismas concentraciones
plasmaticas respecto de quienes tenian genotipo CT o TT. Similares resultados
obtuvieron Jaquenoud y cols. (47) en pacientes con el genotipo 3435TT, que
tenian concentraciones plasméticas de clozapina 1,6 veces mas altas que los de

otro genotipo.

Por otra parte, el citocromo 1A2 (CYP1A2) es una de las principales enzimas
metabolizadoras de clozapina. Los pacientes con los SNP rs2069521A o
rs2069522C tendian a tener mayores concentraciones plasmaticas de clozapina,
sin embargo, la significancia estadistica se perdia luego de la correccién por
multiples comparaciones (48). Ademas, el polimorfismo CYP1A2*1F fue asociado
a la respuesta de clozapina en un grupo de pacientes con esquizofrenia “super-
refractaria” (49). Sin embargo, hay estudios en los que no se ha hallado una
relacion significativa entre la presencia del polimorfismo y los niveles plasméaticos

de clozapina (50, 51).

Respecto al mecanismo de accion, la clozapina actla sobre una gran variedad de
receptores de neurotransmisores (dopaminérgicos, serotoninérgicos,
adrenérgicos) (10), en los que también existen polimorfismos. Hay reportes de que
el polimorfismo Ser9Gly del receptor D3 de dopamina estaria relacionado a una
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menor respuesta a la clozapina (52, 53). Mientras tanto, se han publicado variados
estudios sobre los genes de receptores de serotonina, en los que se le asocia la

presencia de polimorfismos y la respuesta a la clozapina (54-57).

No es posible predecir la respuesta a la clozapina con la determinacion de
polimorfismos individualmente, por lo tanto, es necesario realizar un analisis de
haplotipos con el fin de dilucidar si, bajo dicha aproximacion, pueden revelarse
combinaciones de polimorfismos en los genes aqui estudiados que estén
asociados a la respuesta al tratamiento. Del mismo modo, se hace necesario
incorporar el analisis de variantes genéticas en otros de los genes aqui descritos,
tales como bombas de eflujo o dianas farmacolégicas de clozapina. De esta forma,
podra avanzarse en el establecimiento de un panel de analisis de varios
polimorfismos relevantes para la poblacion chilena, que oriente al profesional
clinico a la hora de seleccionar de mejor forma el tratamiento farmacolégico o
plantear desde el inicio del tratamiento la intervencion a realizar a futuro, con un

seguimiento mas estricto en los pacientes con elementos de riesgo.
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Conclusiones

Se genotipificaron y se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de
todos los pacientes, estando todas las subpoblaciones dentro del equilibrio Hardy-
Weinberg (HWE).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en dos de los seis
polimorfismos estudiados (rs877172 en gen de OXT y rs53576 en gen de OXTR),
que los pondrian como posibles candidatos en la variabilidad de respuesta al
tratamiento con clozapina.

Sin embargo, es necesario llevar a cabo mas estudios, y con un tamafio muestral
mayor, para obtener conclusiones mas significativas.
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Tabla 1. Genotipos de pacientes en remision a tratamiento con clozapina (Al;
alelo de mayor frecuencia; A2 (MAF): aleo de menor frecuencia, minor allele
frequency; 11: homocigoto para el alelo de mayor frecuencia; 12: heterocigoto; 22:

homocigoto para el alelo de menor frecuencia).

Gen OXT OXTR

SNP rs877172 | rs2740210 | rs2740204 | rs2254298 | rs53576 | rs2228485
Posicion 3069244 | 3072609 | 3081821 | 8760542 | 8762685 | 8768017
Al T C G G G A
A2 (MAF) G A T A A G
11 TT cC GG GG GG AA
12 TG CA GT GA GA AG
22 GG AA TT AA AA GG
BM118411 12 12 12 11 12 11
BM72360 12 12 12 12 22 11
BM64661 12 12 12 11 22 11
BM100632 12 12 12 11 22 11
BM95220 12 12 12 11 11 12
BM118526 11 22 22 11 22 11
BM85134 12 12 22 11 12 12
BM94649 11 11 11 12 12 12
BM137151 11 12 12 11 11 12
BM124990 22 11 11 11 22 11
BM115955 22 11 11 11 22 11
BM107125 12 22 12 11 22 11
BM71397 12 22 22 12 12 12
BM106722 12 11 11 11 12 12
BM102766 12 11 12 11 11 11
BM107859 12 12 12 12 11 11
BM102961 12 12 12 11 22 11
BM108966 12 11 12 22 12 12
BM75927 22 11 11 11 11 12
BM97655 11 12 12 12 11 12
BM131103 12 12 11 11 11 22
BM64069 12 22 11 12 12 12
BM107125 12 12 12 11 22 11
BM90328 12 12 12 11 11 12
BM124902 22 11 11 11 12 11
BM105360 12 12 22 12 11 11
BM100471 12 12 12 12 12 12
BM91192 12 12 12 11 12 12
BM100632 12 12 12 11 22 11
BM117679 11 22 22 11 12 12
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BM123178 11 11 11 11 11 22
BM94868 11 22 12 11 12 11
BM118236 11 22 22 12 11 11
BM91623 12 11 11 11 12 12
BM77922 11 11 11 11 12 11
BM121268 11 22 22 11 11 22
BM64661 12 12 12 11 12 11
BM74849 22 11 11 11 11 12
BM104172 11 12 12 11 12 11
BM108235 12 12 12 22 12 12
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Tabla 2. Genotipos de pacientes con resistencia a tratamiento con clozapina (Al:
alelo de mayor frecuencia; A2 (MAF): alelo de menor frecuencia, minor allele
frequency; 11: homocigoto para el alelo de mayor frecuencia; 12: heterocigoto; 22:
homocigoto para el alelo de menor frecuencia).

Gen OXT OXTR
SNP rs877172 [ rs2740210 [ rs2740204 | rs2254298 | rs53576 | rs2228485
Posicion | 3069244 | 3072609 | 3081821 | 8760542 | 8762685 | 8768017
Al T C G G G A
A2 (MAF) G A T A A G
11 TT ccC GG GG GG AA
12 TG CA GT GA GA AG
22 GG AA TT AA AA GG
BM105448 11 12 12 11 12 12
BM104198 11 11 22 12 12 11
BM58251 11 11 12 11 12 11
BM73435 12 11 12 12 12 11
BM92600 22 12 11 11 12 12
BM103941 11 12 12 11 11 11
BM67757 11 22 22 11 11 12
BM96992 12 11 11 11 12 11
BM62803 22 11 11 12 11 12
BM53585 11 11 11 12 12 11
BM75561 11 12 12 11 11 11
BM106515 11 11 22 11 11 22
BM71673 12 12 12 12 12 11
BM123968 12 12 12 11 11 11
BM83119 12 12 12 11 11 11
BM78020 11 22 22 12 12 22
BM53585 11 11 11 12 12 11
BM83812 11 22 12 12 11 12
BM65152 12 11 12 12 11 12
BM96426 12 12 12 11 12 11
BM72421 11 12 22 11 11 11
BM122405 22 11 11 12 12 11
BM75561 11 12 12 11 12 11
BM106951 11 22 22 11 11 11




