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ANALISISDE LIGAMIENTO DE ESQUIZOFRENIA CON GENES DEL
NEURODESARROLLO MEDIANTE CINCO MARCADORES
MICROSATELITES

LINKAGE ANALYSIS OF SCHIZOPHRENIA AND NEURODEVELOPMENTAL
GENES USING FIVE MICROSATELLITE MARKERS

A. MIRANDA, G. BEDOYA, O. CAMPO, J. GARCIA, C. PALACIO, C. LOPEZ,
J. CALLE, M. LOPEZ, A. RUIZ y J. OSPINA-DUQUE*

RESUMEN

Introducciéon. El objetivo fue evaluar el efecto que posibles variantes en genes del
neurodesarrollo tienen sobre la susceptibilidad a la esquizofrenia en dos familias
colombianas.

Métodos. En dos familias con varios afectados por esquizofrenia segin DSM-I1V, se depur6
el fenotipo con la entrevista diagndéstica para estudios genéticos (DIGS) y el procedimiento
de “mejor estimacion diagnostica’. Se evalud el poder de ligamiento en las familias
mediante andlisis de simulacion con el programa SLINK y se hizo andlisis de ligamiento
paramétrico y no-paramétrico con marcadores microsatélites D7S2504 situado en el gen
RELN, D6S2414 y D6S1014 cercanos al gen NOTCH4 y D1S1653 y D1S1679.

Resultados. Con la simulacion se obtuvo un lod score méximo de 1.33 para las dos familias
cuando se considerd el fenotipo de forma estrecha con patréon de herencia autosdomico
recesivo. El lod score maximo obtenido con el andlisis de ligamiento fue 0.18 para el
marcador D7S2504 (situado en el gen de la relina) con patréon de herencia autosémico
recesivo, con penetrancia incompleta y al considerar el fenotipo amplio. Para este mismo
marcador y con fenotipo amplio, se obtuvo el valor mas bajo de p(p=0.4) en el anélisis no
paramétrico, correspondiente a un NPL de pares de 0.03.

Conclusién. En estas familias no fue posible confirmar ni descartar ligamiento entre la
esquizofrenia y los marcadores D1S1653, D1S1679, D6S2414, D6S1014 y D7S2504 con el
analisis paramétrico y no paramétrico, ya que no se encontraron lod score menores de —2.

PaLAaBRAs-cLAVE: Esquizofrenia, genética, ligamiento, neurodesarrollo.
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ABSTRACT

Introduction. The goal was to evaluate the effect that possible variants in neurode-
velopmental genes have on the susceptibility to schizophrenia in two Colombian
families.

Methodology. In two families with more than two affected members with schizophrenia
using DSM-IV criteria, the phenotype was defined with the Diagnostic I nterview for Genetic
Studies (DIGS), and the Best Estimate procedure. The linkage power was evaluated in the
families through simulation analysis with the SLINK software and a parametric and non-
parametric linkage analysis was made with the micro-satelite markers D7S2504 situated at
the RELN gene, the D6S2414 and D6S1014 near the NOTCH4 gene, and D1S1653 and
D1S1679.

Results. A maximum lod score of 1.33 was obtained for both families with the simulation
when the phenotype was considered in a very strict form and using an autosomic recesive
inheritance patron. The maximum obtained lod score with the linkage analysis was 0.18 for
the D7S2504 marker (located at the reelin gene) with a recesive autosomic inheritance
patron, an incomplete penetrance and considering a broader phenotype. For this marker
and with a broader phenotype, a lower p value (p=0.4) was obtained in the non-parametric
analysis, corresponding to a NPL of 0.03.

Conclusion. In these families it was not possible to discard linkage between schi-zophrenia
and the D1S1653, D1S1679, D6S2414, D6S1014 and D7S2504 markers with the parametric
and non parametric analysis, because no lod score values lower than —2 were found.

Key worps: Schizophrenia, genetics, linkage, neurodevel opment.

INTRODUCCION riantes génicas, se han estudiado genes que
codifican proteinas que participan en la

La esquizofrenia es un sindrome psiquia- neurotransmision.®® En los Ultimos afios, se

trico heterogéneo, crénico, seriamenteincapa-
citantey con altos costos personales, sociales
y econdémicos.*? Existen evidencias que res-
paldan el componente genético como un
factor importante en su etiologia, tales como
la presencia de varios afectados en grupos
familiares de poblaciones diferentes, los es-
tudios de adopcién y de concordancia geme-
lar. Con andlisis de segregacion complgja se
ha inferido que la esquizofrenia tiene un pa-
trén de herencia multifactorial.®> Segin este
patron de herencia un conjunto de variantes
génicas interactan entre si y con € am-
bientey generan susceptibilidad al trastorno.*
Para investigar cudles podrian ser esas va

han realizado varios trabajos que han partido
de la hipotesis del neurodesarrollo, la cual
sugiere que la herencia de polimorfismos en
genes involucrados en la formacion del
cerebro en las etapas pre y postnatal origina
una estructura cerebral anormal que conlleva
a una susceptibilidad para el sindrome. Esta
susceptibilidad se expresa mediante atera
ciones bioquimicas, neurofisiol égicas, neuro-
anatdbmicas y comportamentales que pueden
evolucionar o no a esquizofrenia.”® Esta hi-
potesis esta respaldada por estudios neuro-
patoldgicos y neuroimaginolgicos, la pre-
sencia de dteraciones premdrbidas com-
portamentales, intelectuales y neuroldgicasy
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la consegregacion con esquizofrenia de
anomalias fisicas menores.® A este respecto,
en los genes RELN y NOTCH4, que parti-
cipan en € desarrollo cerebral, se ha encon-
trado variantes génicas asociadas a esqui-
zofrenia. 112

El gen RELN esta ubicado en la region
7922 y codifica una glicoproteina llamada
relina que participa en €l posicionamiento y
migracion de neuronas durante € neuro-
desarrollo y en la transmision singptica junto
con otras sefides®™ * Esto fue dilucidado
graciasalosestudios en un modelo murino de
relina, el ratén “enrollador” (releer) que se
caracteriza por incoordinacion motora, tem-
blor y ataxia por defectos en el posiciona
miento normal de las neuronas en la corteza
cerebral y cerebelar. Con este modelo se
logré determinar que la deficiencia en la
funcién de la relina puede suspender la
migracion neuronal y promover lalaminacion
cortical anormal.”® En los humanos la relina
se ha visto implicada en la etiologia de tras-
tornos como esquizofrenia, trastorno afecti-
vo hipolar, autismo y lisencefalia.'® Basando-
se en la observacion de una menor expresion
de relina en las cortezas temporales de
individuos esquizofrénicos, se han enfocado
varias investigaciones en la regulacion de la
expresion del gen. Chen y cols. en e 2002
detectaron unatransversion G—C en laposi-
cidn —888, pero ni las frecuencias aédicas y
genotipicas no presentaron diferencias sig-
nificativas entre casos y controles.’”® Sin
embargo este resultado no descarta la pre-
sencia de mutaciones en regiones invo-
lucradas en la regulacion de la expresion del
gen como promotores, regiones 5’ y 3 no
traducidas y sitios criticos para €l procesa-
miento del RNA mensgjero (splicing).

El gen NOTCH4 participa en € neuro-

desarrollo de la Drosophila Melanogaster y
en laneurogénesis y gliogénesis de murinos.
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Basados en esta evidencia y en su loca
lizacién enlaregion 6p21.3, enlacua se han
obtenido gran nimero de hallazgos de
ligamiento significativo a esquizofrenia, se
han realizado estudios de asociacion del gen
NOTCH4 con € trastorno, los cuaes han
dado resultados contradictorios.*® 2 Se ha
reportado un fuerte desequilibrio de liga
miento entre un polimorfismo de repeticio-
nes (CTG)n en el exon 1 del geny laesqui-
zofrenia®® También se ha informado asocia
cion entre variantes alélicas de este gen
(repeticiones de CTG) y dteraciones en €l
volumen y lafuncién del [6bulo frontal .*?

En generd, los estudios de ligamiento que
se han realizado hasta el momento, no han
podido producir resultados inequivocos y
replicables. Sin embargo, hay evidencias
importantes para las siguientes regiones:
22g11-12, 6p24-22, 6q, 8p22-21, 13q14,
1-g32 y 10921-g22.%* Esta Ultima region es de
especial importancia, pues en ella se ha re-
portado uno de los lod score més altos para
esquizofrenia (multipuntual=6.5, p=0.0002;
bipuntual =5.79, p<0.0002) entre los marcado-
res D1S1653 y D1S1679.2 En otros estudios
se evaluaron 80 familias nucleares de origen
espafiol y encontraron una distorsion en la
transmision de alelos del D1S1679 en los
sujetos con esquizofrenia, utilizando como
fenotipo el sindrome en general y las di-
mensiones sintomdticas. Bajo la segunda
aproximacion se encontrd asociacion princi-
palmente con el sindrome de distorsion de
larealidad caracterizado por alucinacionesy
delirios.Z Actualmente, existen a menos tres
genes localizados en esta &rea que podrian
con-siderarse como genes candidatos para
esqui-zofrenia: Un cana neurond de potasio
activado por calcio de conductancia menor
(KNNC3/hSK Ca3); un gen que codifica para
un recep-tor de ata afinidad para el factor de
crecimiento nervioso (TRKA/NTRK1) y un
regulador del gen de sefiaizacién de proteina
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G.2 Los canales de potasio activados por
calcio juegan un papel muy importante en el
patrén de disparo de las neuronas, por tanto
las ateraciones en el cana hSKCa3 podrian
afectar laexcitabilidad neuronal einvolucrarse
en ¢l espectro de sintomas de distorsion de la
realidad. Por otro lado, la alteracion de fac-
tores neutrépicosy sus receptores podrian al-
terar laformacion y podado de sinapsis en €l
proceso de desarrollo prenatal y postnatal .22

Con la evidencia de un componente ge-
nético importante en la esquizofrenia 'y ba
sados en la hipotesis del neurodesarrollo,
decidimos evaluar el efecto que posibles
variantes en genes del neurodesarrollo tienen
sobre la susceptibilidad a la esquizofrenia en
dos familias colombianas, mediante andisis
de ligamiento con marcadores microsatélites
D1S1653 y D1S1679 porque han presentado
un lod score ato, D7S2504 situado en e gen
RELN, y D6S2414 y D6S1014 cercanos a
gen NOTCHA4.

METODOS

En los registros del Hospital Mental de
Antioquia, el Hospital San Vicente de Pall y
la Clinica Samein de la ciudad de Medéellin,
Colombia, se identificaron sujetos con diag-
nostico de esquizofrenia. Una trabajadora
social contactd a paciente y a menos algin
familiar cercano para explicarles los objeti-
vos del estudio, y los citd para redizar los
siguientes procedimientos, previa firma del
consentimiento informado:

1. Verificacion de origen del paciente me-
diante una encuesta histérica.

2. Entrevista diagnostica para estudios ge-
néticos (DIGS 3.0)%%® con el fin de
confirmar o descartar esquizofrenia u
otros trastornos psiquiétricos en el pa-
ciente y los familiares. Como parte de la

realizacion del DIGS, el psiquiatra revi-
s6 la historia clinica e interrogé a los
familiares del sujeto que pudieran dar
informacion sobre su patologia. El diag-
nostico fue reconfirmado mediante un
procedimiento de Mejor Estimacion
Diagnostica (Best Estimate), en e cua
los registros del DIGS se reevaluaron por
tres psiquiatras expertos en trastornos
psicéticos. Cada uno de ellos hizo el
diagndstico por separado, cuando todos
estuvieron de acuerdo se consderd confir-
mado. Cuando no fue asi, los tres exper-
tos se reunieron y obtuvieron € diagnés-
tico por consenso. El diagndstico se hizo
segUin criterios del DSM-IV .2

3. Setomé una muestra de 20 cc de sangre
periféricaalos pacientesy susfamiliares,
de ésta se extrgjo DNA por €l método de
fenol-cloroformo. A partir del DNA se
amplificaron por PCR los marcadores
D1S1679, D1S1653, D6S1014, D6S2414
y D7S2504 utilizando uno de los cebado-
res marcado con fluorocromos. La se-
cuencia de los cebadores utilizados esta
disponible en las bases de datos publicas.
Paralaestandarizaciondelaamplificacion
se utilizaron los protocolos disponibles
enlasbasesdedatos plblicas GENBANK
y GDB. Ladeterminacion de los tamafios
alélicos se realiz6 por electroforesis ca
pilar en un analizador genético ABI-
PRISMA 310 y mediante los programas
GENSCAN y GENOTY PER.

ANALIS SDE LOSDATOS

Simulacion. En las familias extendidas
se evaluo el poder mediante simulacion con
el programa SLINK del paguete LINKAGE,
version 4.91 bgjo los patrones de herencia
autosdmica dominante y recesivo y con dos
modelos diagnosticos que resultan en dos
fenotipos amplio y estrecho. En el fenotipo

Rev. de Neuro-Psiquiat. 68(1-2) 2005
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amplio se consideraron como afectados todos
los individuos con patologia psiquidtrica. En
el estrecho se consideraron como afectados
todos los individuos con patologia psiquiétri-
ca. En € estrecho se tomaron como afectados
Unicamente quienes tenian diagnostico de
esguizofrenia o trastorno esquizoafectivo.
Las penetrancias utilizadas fueron aguellas
calculadas por Brzustowicz y col., las cuaes
varian de acuerdo con € patron de herenciay
e fenotipo utilizado.? Las frecuencias aédli-
cas fueron inferidas para cada fenotipo y
patron de herencia, a partir de la prevalencia
de enfermedad del 1%, mediante las sigui-
entes férmulas:

Patrén de herencia autosdbmico dominante:
o=l (2/f)

Patron de herencia autosdémico recesivo:
a=0(1/f)

Donde, g=frecuencia del alelo mutado,
|=prevalencia, f=penetrancia.

Por lo tanto, los datos de frecuencia alé&
lica de la enfermedad y las penetrancias uti-
lizadas fueron las siguientes:

Dominante amplio: g=0.007, fAA=0.9,
fAa=0.8, faa=0.009

Dominante estrecho: g=0.005, fAA=0.75,
fAa=0.5, faa=0.001

Recesivo amplio: g=0.12, fAA=0.01,
fAa=0.01, faa=0.6

Recesivo estrecho: g=0.1, fAA=0.0015,
fAa=0.0015, faa=0.6

Se asumié un marcador con cuatro aelos
deigual frecuencia cada uno (25%), unatasa
de fenocopias del 10% y una heterogeneidad
genética del 20%.

Andlisis de ligamiento paramétrico y
no paramétrico. Con los genotipos obteni-
dos se rediz6 andlisis de ligamiento para
métrico bipuntual entre cada uno de los
marcadores y €l locus putativo de la en-

Rev. de Neuro-Psiquiat. 68(1-2) 2005

fermedad utilizando € programa LINKAGE
version 5.2. Las frecuencias alélicas de los
cinco marcadores en la poblacion, se obtu-
vieron por genotipificacion de 49 individuos
sanos de origen antioquerio recolectados
previamente utilizando el programa GENPOP
version 3.3. El andlisis se hizo bgjo patrones
de herenciaautosdémico dominantey recesivo
con fenotipos amplio y estrecho, se asu-
mieron los mismos valores de penetrancia 'y
frecuencia del alelo mutado que se obtuvie-
ron en los resultados de la simulacion.

Para @ fenotipo amplio se redizé ademéds,
andlisis de ligamiento no paramétrico por €
método de pares de familiares afectados (ARP)
en € cud, basados en e estadistico NPL, se
comparan |os aelosidénticos por descendencia
(IBD), compartidos por los familiares afecta
dos, paradeterminar s hay diferencia entre las
frecuencias esperadas y observadas. El estadis-
tico NPL se utiliz6 de dos formas, comparando
ados entre los diferentes pares de individuos
afectados (NPL pairs) y comparando todos los
individuos afectados simultaneamente (NPL
al). Este andisisfuerealizado con € programa
MERLIN version 0.0.8 (Multipoint Engine for
Rapid Likelihood Inference).

RESULTADOS
Caracterizacion de las familias

Se recolectaron dos familias con agrega-
cion familiar de la enfermedad, ambas origi-
narias del mismo municipio de Antioguia a
las cuaes se denominaron familialy familia2.
Lasdos familias en conjunto poseen 31 in-
dividuos. En la familia 1 se diagnosticaron
cinco miembros para fenotipo estrecho (Dos
con trastorno esquizoafectivo y tres con
esquizofrenia) y para el amplio se diagnosti-
caron ocho. En la familia 2 se encontro la
esquizofrenia como Unico trastorno psiquia
trico en tres individuos, uno de llos falecido.
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Simulacién

El méximo lod score que se obtuvo por el
andlisis de simulacion fue de 1.33 cuando se
utilizaron las dos familias (Tabla 1). Asi
mismo, este andlisis predice que la probabili-
dad de obtener un lod score de 1 esdel 5%y
de 2 6 3 esde 0 (Tabla 2). Dado que en las
simulaciones no se encontraron lod score

promedios menores de —2, que es € pard
metro utilizado para rechazar ligamiento en
enfermedades complejas se decidié que era
necesario extender mas las familias para
aumentar su poder de detectar ligamiento o
rechazarlo. Sin embargo no se pudo redlizer la
evauacion de otros posbles afectados porque
no aceptaron participar en la investigacion.

TaBLA 1

MAXIMO LOD SCORE OBTENIDO EN EL ANALISIS DE SIMULACION EN DOS FAMILIAS ANTIOQUENAS

Patron de FAMILIA | Maximo lod score | Minimo lod score | Maximo lod score
herencia y modo promedio obtenido obtenido
diagnostico
Autosomico FAMILIA 1 0.17 0 0.93
dominante, FAMILIA 2 0 0 0
fenotipo amplio AMBAS 0.17 0 0.93
Autosomico FAMILIA 1 0.067 0 0.72
dominante, FAMILIA 2 0 0 0
fenotipo estrecho AMBAS 0.067 0 0.72
Autosémico, FAMILIA 1 0.12 0 0.67
recesivo, FAMILIA 2 0.056 0 0.13
fenotipo amplio AMBAS 0.12 0 0.79
Autosémico FAMILIA 1 0.35 0 1.22
recesivo, FAMILIA 2 0.06 0 0.13
fenotipo estrecho AMBAS 0.37 0 1.33
TABLA 2

PROBABILIDAD DE OBTENER UN LOD SCORE DE 1, 2 & 3 EN DOS FAMILIAS ANTIOQUERAS

LOD SOCRE PROBABILIDAD (%)*
Dominante | Recesivo | Dominante | Recesivo
amplio amplio estrecho | estrecho
1 0 0 0 5
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0

*

Poder calculado para ambas familias

Rev. de Neuro-Psiquiat. 68(1-2) 2005
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Como el andlisis de simulacion es una
aproximacion hipotética basada en la asigna
cién deatoria de genotipos a los individuos
de las familias evaluadas, los resultados no
siempre son €l fiel reflgjo de la informacion
gue se ha de obtener con el andlisis de liga-
miento y dado que visualmente se observa
baque a menosenlafamilial, en uno de sus
nlcleos familiares estaban los padres dis-
ponibles y mostraba varios individuos afecta
dos que podian arrojar informacién de liga
miento se decidi6é proseguir con las evalua
ciones y genotipificaciones.

Andlisis de ligamiento paramétrico y no
parameétrico

Mediante el andlisis de ligamiento bipun-
tual se obtuvieron losvalores maximosdelod
score de 0.18 con 6=0.1 y 0.13 con 6=0.2,
para el marcador D7S2504 bajo el patron de
herencia autosdmico recesivo, con penetran-
cia incompleta y fenotipo amplio. EI menor

lod score se obtuvo para el marcador
D1S1679 (-0.74 con 6=0.1) (Tablas 3 y 4).
Estos resultados concuerdan con el andlisis
no parameétrico, puesto que apesar de que las
diferencias entre lo esperado y o observado
con respecto a los aelos compartidos idén-
ticos por descendencia (IBD) no fueron
significativas, se obtuvo la probabilidad me-
nor de la prueba de (0.4) para € mismo
marcador que dio lod score maximo de 0.18
(D7S2504), con un NPLpairs de 0.03 (Ta
bla5).

DISCUSION

Se evauaron cinco marcadores micro-
satélites en dos familias originarias del mis-
mo municipio de Antioquia (Colombia) con
agregacion familiar de esquizofrenia. El
maximo lod score obtenido fue de 0.18 para
el locus D7S2504 a un 6=0.1 bagjo la defini-
cién amplia del fenotipo y con un patrén de
herencia autosdmico recesivo. Teniendo en

TaBLA 3

SCORE BIPUNTUAL BAJO PATRON DE HERENCIA AUTOSOMICO DOMINANTE CON PENETRANCIA INCOMPLETA
PARA LOS MARCADORES D1S1679, D1S1653, D6S1014, D6S2414 v D7S2504 EN DOS FAMILIAS
ANTIOQUENAS

MARCADOR Z(0)
Modelo diagnostico| 6=0.1 | 6=0.2 | 6=0.3 | 6=0.4 | 6=0.5
D1S1679 Modo amplio 0 0 0 0 0
Modo estrecho -0.01 | -0.01 0 0 0
D1S1653 Modo amplio -0.01 | -0.01 0 0 0
Modo estrecho 0 0 0 0 0
D6S1014 Modo amplio 0.01 0 0 0 0
Modo estrecho 0 0 0 0 0
D6S2414 Modo amplio -0.02 | -0.01 0 0 0
Modo estrecho 0 0 0 0 0
D7S2504 Modo amplio -0.09 | -0.05 | -0.03 | -0.01 0
Modo estrecho -0.02 | -0.01 | -0.01 0 0

Rev. de Neuro-Psiquiat. 68(1-2) 2005
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TABLA 4

SCORE BIPUNTUAL BAJO PATRON DE HERENCIA AUTOSOMICO RECESIVO CON PENETRANCIA INCOMPLETA
PARA LOS MARCADORES D1S1679, D1S1653, D6S1014, D6S2414 vy D7S52504 EN DOS FAMILIAS

ANTIOQUENAS

MARCADOR Z(0)
Modelo diagnostico| 6=0.1| 6=0.2 | 6=0.3 | 6=0.4 | 6=0.
D1S1679 Modo amplio -0.01 | -0.01 0 0.01 0
Modo estrecho -0.74 | -0.35 | -0.14 | -0.03 0
D1S1653 Modo amplio -0.17 | -0.07 | -0.02 0 0
Modo estrecho -025 | -01 | -0.04 | -0.01 0
D6S1014 Modo amplio 002 | 001 | 001 0 0
Modo estrecho -0.16 | -0.03 0 0 0
D6S2414 Modo amplio 0.08 | 0.04 | 002 | 0.01 0
Modo estrecho 0.04 | 003 | 002 | 0.01 0
D7S2504 Modo amplio 0.18 | 0.13 0.07 | 0.02 0
Modo estrecho -0.22 | -0.02 | 0.02 | 0.02 0
TABLA 5

ANALISIS DE LIGAMIENTO NO PARAMETRICO BIPUNTUAL (NPL PaIRs Y NPL ALL)

BAJO MODO DIAGNOSTICO AMPLIO

NPL pairs | MPL all
Marcador | LOD | P LOD | P
D1S1653 -0.05 | 0.7 -0.02 | 0.6
D1S1679 -0.05 | 0.7 -0.02 | 0.6
D6S1014 -0.06 | 0.7 -0.03 | 0.6
D6S2414 -0.06 | 0.7 -0.03 | 0.6
D7S2504 0.03 |04 0.03 | 0.6

cuenta que & menor lod score paralos demés
loci fue de —0.74, no se puede descartar la
existencia de ligamiento a estos loci ya que
para enfermedades complejas el valor de lod
score negativo para ligamiento es menor de
-2. El vaor delod score de 0.13 es sugestivo
de ligamiento a la regién del marcador
D7S2504, lo cual concuerda con los re-
sultados del andlisis no paramétrico, pues a

pesar de que no se obtuvo ligamiento, este
marcador mostré lamenor probabilidad en €l
andlisis. Sin embargo, estos resultados deben
tomarse con cautela dado que €l andlisis de
ligamiento no fue concluyentey el NPL, que
es més Util cuando se tiene informacion de
multiples marcadores en una region dada y
€s mas exigente para evitar falsos positivos,
tiene menos poder para detectar verdadero
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ligamiento en comparacion con las estrate-
gias paramétricas.

Los factores que afectan € poder para
detectar ligamiento y/o asociacion en las en-
fermedades complegjas, pueden relacionarse
conlapoblacion estudiaday con las caracteris-
ticas de los marcadores utilizados. Entre los
primeros, seencuentrael tamafio delamuestra
y la presencia de heterogeneidad genética
Entre los segundos estén: la frecuencia de
recombinacion entre el locus de laenfermedad
y € locus marcador, las frecuencias aélicas del
marcador y su capacidad informativa y la
especificacion diagndstica del fenotipo a estu-
diar.?® Todos estos factores pudieron influir, a
favor o en contra, para detectar ligamiento en
las familias evaluadas. Aunque en esta inves
tigacion desde e andlisis de smulacion se
sospechaba que las familias no eran suficien-
temente informativas para detectar ligamiento,
se redlizaron las genctipificaciones por la
probabilidad de encontrar mas individuos
afectados en lafamiliaunavez seaumentarala
extension de las mismas; sin embargo, esto no
fue posible dadas | as caracteristicas propias de
laenfermedad que complican la aceptacion de
participacion en la investigacion. Ademés, €
inicio de la esguizofrenia en la juventud hace
dificil que establezcan pargja 'y que existan,
por tanto, grandes familias con multiples
afectados, adiferenciadelo que se observaen
otras enfermedades psiquiatricas, como el
trastorno bipolar, que causan menos deterioro.
Adicionamente, estas familias viven en &reas
rurales de dificil acceso, lo cual aumenta la
dificultad paraevauar atodoslosindividuos e
indagar por la existencia de més afectados.

El tamafio de la muestra requerido en los
estudios de ligamiento genético y asociacion,
guarda relacion directa con e tamafio del
efecto de los genes de susceptibilidad de la
enfermedad. Asi, cuando menor es el efecto
genético, mayor es el tamafio necesario de
la muestra. En los estudios de ligamiento,
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cuando el riesgo relativo es de 4 el nimero
de familias requeridas es de 185, pero si es
de 1,5, como puede ocurrir en esquizofrenia,
se necesitarian 4.462.807 familias.* Por tanto,
el andlisis de ligamiento no es la estrategia
més apropiada para detectar genes de efecto
pequefio como sucede en la esguizofrenia.

Otrofactor quetienerelacion con e tamafio
de la muestra es la heterogeneidad genética.
Cuando esta presente, como se espera que
sucedaen laesquizofrenia, € niimero necesario
de familias para obtener un resultado signi-
ficativo de ligamiento aumenta.®® Sin embargo,
end presente estudio estefactor podriano tener
un gran efecto teniendo en cuenta que las dos
familias son originarias de la misma poblacion
Y, en consecuencia, esposible queen elasestén
presentes los mismos alelos de susceptibilidad
S se parte dd supuesto de que la poblacion
antioquefia es homogénea.®

Ladistanciaentre e marcador y €l posible
gen de susceptibilidad pudo no haber sido
un factor importante en e poder de detectar
ligamiento ya que en este caso se Utilizaron
marcadores estrechamente ligados a genes
candidatos. Los marcadores del cromosoma
6, D6S1014 y D6S2414 se dligieron por su
estrecho ligamiento a gen NOTCHA4. El pri-
mero se encuentra en un intrén y e segundo
esta ubicado a 637 kb del gen. El marcador
del cromosoma 7, D7S2504 se encuentra en
un intrén y € segundo estd ubicado a 637 Kb
del gen. El marcador del cromosoma 7,
D7S2504 se encuentra en un intron del gen'y
en cuanto a los marcadores del cromosoma 1,
D1S1679 y D1S1653, se sabe que estén cerca
(menos de 7Mb) de genes considerados como
candidatos para la enfermedad. Por otro lado,
una caracteristica importante de un marcador
y propia de los microsatélites es su alto grado
de polimorfismo que aumenta la probabili-
dad de obtener individuos heterocigotos y
encontrar de esta manera meiosis informati-
vas.® Aungue se utilizan marcadores micro-
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satélites para garantizar € poder informativo,
éste puede variar de acuerdo con la estructura
genética de la poblacion a la cua pertenecen
las familias, de ta forma que solo se puede
conocer con exactitud € poder informativo de
un marcador cuando se ha genctipificado en
dicha poblacion.

Con respecto al poder informativo de los
marcadores que se utilizaron, se encontré que
en las dos familias, por o menos uno de los
padres de los individuos afectados fue
homocigoto para cuatro de los marcadores
utilizados, y € Unico donde se hallaron
ambos padres heterocigéticos fue D7S2504
quien mostr6 e maximo lod score (lod
score=0.18), lo cual redujo € nimero de
melosis informativas ya que sdlo para este
Ultimo marcador se podrian detectar recom-
binantes entre un alelo del marcador y €l aelo
de susceptibilidad en el gen putativo. Adicio-
nalmente, no se incluyeron los genotipos de
dos individuos que pudieron haber propor-
cionado informacion importante dado que
cuando una muestra de estudio es tan peque-
fla cada individuo aporta informacion; sin
embargo, es poco probable que estos dos indi-
viduos hubieran tenido un impacto muy sig-
nificativo aumentando o disminuyendo de-
masiado el lod score obtenido.

A todo lo anterior, se suman las com-
plicaciones concernientes a la definicion
diagndstica que ha sido uno de los aspectos
gue mas discusién ha generado alrededor del
tortuoso proceso de deteccion de genes de
susceptibilidad a las enfermedades comple-
jas. Lo que hoy se llama “Esquizofrenia’
cubre un amplio rango de dominios cogniti-
vos, emocionales y del comportamiento; por
tanto se esta usando una sola palabra para
referirse aun trastorno que podria ser clinico,
etioldgico y fisiopatoldgicamente heterogé-
neo.*? Por otra parte, si se considerara un
patrén de herencia multifactorial con umbral

se puede esperar que la combinacién de los
diferentes genes de susceptibilidad y los
factores ambientales origine una gran varie-
dad de manifestaciones.®** Esposible que en
los estudios de ligamiento y asociacion no se
esté utilizando una adecuada definicion del
fenotipo, lo cual hainfluido enormemente en
los resultados de éstos.® % A este respecto se
han propuesto varias estrategias, una de ellas
es no analizar el sindrome completo, esqui-
zofrenia, sino subtipos de ella.®” Otra aproxi-
macion, que tiene gran fuerza actualmente, es
el uso de endofenctipos los cuales son las
manifestaciones de la susceptibilidad a la
enfermedad y comprenden cambios neuro-
fisiolégicos, bioquimicos y del comporta
miento. Se ha demostrado que al utilizar
endofenotipos se aumenta la capacidad de
encontrar ligamiento, lo cual posteriormente
permitira la deteccion de un gen.*®

También debetenerse en cuentaquea ser
la esquizofrenia una entidad compleja, €l
andlisis de ligamiento no es la aproximacion
mas apropiada para analizar su componente
genético por variasrazones: 1) Estaestrategia
fue disefiada para detectar genes de efecto
mayor. 2) Requiere grandes tamafios de mues-
tra. 3) En e caso del andlisis paramétrico,
que es mas poderoso que el no paramétrico,
€S necesario asumir varios pardmetros, como
los patrones de herencia y las penetrancias,
gue pueden o no acercarse alaredidad y, en
consecuencia, originar resultados falsos po-
sitivos 0 negativos. Por consiguiente, otras
estrategias no paramétricas, como los estu-
dios de asociacién, permiten la deteccién de
genes de efecto pequefio utilizando tamafios
de muestra mas asequibles.*

CONCLUSION
Con € andlisis paramétrico y no para-

métrico, no fue posible confirmar ni descartar
ligamiento entre la esquizofrenia y los mar-
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cadores D1S1653, D1S1679, D6S2414,
D6S1014 y D7S2504 estrechamente ligados
a genes del neurodesarrollo en estas familias.

Los genes RELN, NOTCH y aguellos
localizados en la region 1g21-22, no deben
descartarse como posibles genes candida
tos en la transmision de la esguizofrenia,
dadas las evidencias importantes halladas
en la literatura y las dificultades encontra-
das en € presente estudio.

Se deben redizar estudios de asociacion con
muediras de un tamafio goropiado, usr més
microsatélites en la region donde se encuen-
tran estos genes y alin mejor usar SNPs (poli-
morfismo de un Unico nucledtido) dentro de los
genes. Ademés es importante reducir la hetero-
geneidad clinica disecando més € fenotipo en
endofenctipos, dimensiones de sintomas o0 sub-
tipos dd sindrome. Esta gproximacion puede
resultar mas apropiada en e estudio de
enfermedades complgias como la esquizofrenia
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