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RESUMEN

La esquizofrenia es una enfermedad neuropsiquiatrica causada por factores genéticos,
ambientales y de desarrollo. En el aspecto genético, se han identificado loci cuyo efecto en
la esquizofrenia es pequefio, por lo que se han propuesto como factores contribuyentes al
fenotipo a mecanismos relacionados con la expresion de los genes como la regulacién
mediada por microARNs. Debido a que muchos microARNs se expresan en cerebro,
participan en multiples redes de control y tienen efecto pleiotropico, se han considerado como
candidatos de causas genéticas de enfermedades. EI microARN miR-137 se ha estudiado a
raiz de que variantes de este gen se han asociado con la esquizofrenia. Este ARN no
codificante participa en procesos de migracion, maduracion y diferenciacion neuronal e
interactUa con otros genes, también asociados a la enfermedad, lo que sugiere un papel en la
etiologia de la esquizofrenia. Se ha identificado una repeticion en tindem de numero variable
(VNTR) en un promotor interno del exén 3 de MIR137HG que influye en la estructura y
expresion de miR-137. Recientemente se ha descrito que el VNTR puede afectar la edad de
inicio de la enfermedad. Debido a que hay muy pocos estudios al respecto, se propone
determinar si el numero de repeticiones del VNTR de miR-137 se asocia con edad de inicio
de la esquizofrenia en un grupo de 132 costarricenses con la enfermedad. Se amplificé el
VNTR del promotor interno del exén 3 de MIR137HG en el ADN de los 132 individuos, las
muestras se enviaron a purificar y a secuenciar mediante secuenciacion de Sanger y se
determind el genotipo para el VNTR segln namero de repeticiones para cada sujeto mediante
el programa Chromas Lite 2.1.1. Se emple6 las pruebas U de Mann Whitney y Kruskal
Wallis, para determinar si hay diferencias en la edad de inicio de la esquizofrenia entre sexos
y probar la hip6tesis de que un mayor nimero de repeticiones se asocia con una edad de
inicio promedio mas temprana de la enfermedad, respectivamente. La edad de inicio

promedio de la esquizofrenia en esta muestra fue menor en hombres que en mujeres (U=1676,
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p=0.04). Se encontraron 3 y 4 repeticiones para el VNTR de miR-137, sin diferencia de edad
de inicio promedio de la enfermedad entre individuos con genotipo 3 3, 3 4y 4 4
(H(2)=0.76, p=0.68). Las diferencias entre sexos se puede deber a la definicion de edad de
inicio entre estudios que complica su comparacion, al hecho de que hombres son
hospitalizados méas temprano, el efecto protector de los estrogenos en las mujeres, presiones
sociales distintas y los diferentes subtipos de la esquizofrenia. Estudios indican un patron
general de que a mayor numero de repeticiones del VNTR, hay menor expresion de miR-137
y un procesamiento incorrecto de sus precursores. Aunque este trabajo no encontrd
asociacion entre el genotipo del VNTR estudiado y la edad de inicio de la esquizofrenia, dado
el importante papel de miR-137 a nivel de sistema nervioso, se requiere mayor investigacion
para determinar el papel de las variantes de este microARN en los procesos microARN

regula.

Palabras clave: esquizofrenia, microARN, miR-137, MIR137HG, VNTR, edad de inicio
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I. Esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico severo que afecta alrededor del 1%
de la poblacion mundial (Sartorius et al., 1986). Tradicionalmente, las manifestaciones
clinicas se han dividido en positivas y negativas. Las primeras se caracterizan por una
exageracion de funciones normales y la presencia de algo que deberia estar ausente: pérdida
de contacto con la realidad, alucinaciones, ilusiones, comportamiento y pensamientos
desorganizados (Andreasen, 1995). Las negativas estan caracterizadas por la ausencia de lo
que deberia estar presente: la avolicion, reducido sentimiento de placer y disminucion en el
habla (Andreasen, 1995). Dentro de éstas se presentan alteraciones en la memoria, ejecucion,
planeamiento y resolucion de problemas que forman parte de funciones neurocognitivas
(Addington & Addington, 1999; Addington & Addington, 2000). La esquizofrenia presenta
comorbilidad con otras enfermedades y trastornos psiquiatricos como ansiedad, abuso de
sustancias y depresion (Braga, Reynolds & Siris, 2013; Regier et al., 1990; Sands & Harrow,
1999).

Es una enfermedad que afecta principalmente a personas jovenes, usualmente
individuos en etapa de adolescencia tardia e inicios de la vida adulta (Andreasen, 1995). En
algunas investigaciones se ha reportado que la edad de inicio de la esquizofrenia difiere entre
sexos, iniciando este trastorno mas temprano en hombres (Angermeyer & Kiihn, 1988,
Takahashi et al., 2000; Tang et al., 2007), sin embargo hay excepciones (Venkatesh et al.,
2008). Para el Valle Central de Costa Rica se ha reportado que la edad de inicio promedio de
la esquizofrenia es de 21,39 afios, sin diferencias entre sexos (Contreras, Montero, Dassori,
Escamilla & Raventos, 2008).

Aln no se han descrito todos los factores etiologicos contribuyentes de la
esquizofrenia pero se ha asociado con componentes genéticos, ambientales y del desarrollo
(Cannon & Jones, 1996; Jones, 1997). En el aspecto ambiental, se han identificado factores

de riesgo que incluyen complicaciones obstétricas, exposicion materna a infecciones, el
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abuso de sustancias, estado migratorio, urbanicidad y eventos adversos (Andréasson,
Engstrom, Allebeck, Rydberg, 1987; Jones, Rantakallio, Hartikainen, Isohanni & Sipila,
1998; McDonald & Murray, 2000; Vassos, Pedersen, Murray, Collier & Lewis, 2012;
Ventura, Nuechterlein, Lukoff & Hardesty, 1987; Wessely, Castle, Der & Murray, 1991).

Se ha estimado que los factores genéticos contribuyen hasta en un 81 % a la variancia
fenotipica en la susceptibilidad de la esquizofrenia (Sullivan, Kendler & Neale, 2003), lo cual
sugiere un papel fundamental de la genética en la etiologia de la enfermedad. Mediante meta-
analisis, incluyendo 32 estudios independientes de todo el mundo, se identificd a los
cromosomas 1, 2q, 3q, 4q, 59, 8p y 10q, con regiones que contienen loci probablemente
asociados con la esquizofrenia (Ng et al., 2009). Otro analisis obtuvo sefiales significativas
en los cromosomas 6p21.3-22.1, 11924.2 y 18g21.2, comprendiendo el complejo mayor de
histocompatibilidad en el cromosoma 6 (Stefansson et al., 2009). Un meta-analisis mas
reciente, ha identificado al menos 108 loci asociados con esquizofrenia (Schizophrenia
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014), que explican solo un
porcentaje pequefio de la heredabilidad. En Costa Rica, se han realizado estudios de
ligamiento, encontrandose posibles regiones con genes de susceptibilidad de esquizofrenia,
e incluso estos analisis han sido empleados en otras investigaciones a nivel internacional,
obteniendo resultados similares. Algunos loci identificados se localizan en 5p13 (con puntaje
sugerente de ligamiento); 8p23.1, 8q13.3 y 13q (Cooper-Casey et al., 2005; Escamilla et al.,
2001; Walss-Bass et al., 2006). Por lo tanto, se ha propuesto la existencia de varios loci y
genes candidatos distribuidos por todo el genoma, cuyo efecto es pequefio (Picchioni &

Murray, 2007), lo cual complica el estudio de este trastorno.

Dentro de las regiones identificadas, destacan ciertos genes como candidatos de la
esquizofrenia. Uno de ellos es el gen de la neuregulina 1 (NRG1) (Stefansson et al., 2002),
importante en la promocion de la migracion y diferenciacion neuronal, la induccion de

receptores N-metil D-aspartato y transmision glutamatérgica (Buonanno & Fishbach, 2001).
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Otro gen asociado es el de la disbindina (DTNBP1) (Straub et al., 2002), localizado en
6p22.3, relacionado también con receptores NMDA. La neurogranina (codificada por el gen

NRGN) participa en la regulacion de calcio y calmodulina (Pak et al., 2000).

Se ha propuesto que otros mecanismos que afectan la expresion de genes, como la
modulacion epigenética y los microARNS, podrian estar involucrados en la etiologia de la
esquizofrenia. Se ha encontrado que ciertos genes candidatos en esquizofrenia presentan
niveles de expresion alterados. Tal es el caso de NRGN, con expresion reducida en la corteza
prefrontal de individuos con esquizofrenia, lo cual podria sugerir alteraciones en las rutas
dependientes del calcio y calmodulina (Broadbelt, Ramprasaud & Jones, 2006). Los genes
de lareelina (RELN) y de la descarboxilasas7 de &cido glutamico (GADs7), cuya expresion de
su ARNm y proteina, respectivamente, en la corteza prefrontal se ve reducida hasta en un
50% en individuos con esquizofrenia o trastorno bipolar (Guidotti et al., 2000). Lo anterior
podria deberse a que ciertos genes candidatos estan modificados epigenéticamente.
Precisamente, el gen RELN, importante en procesos de migracion neuronal, sinaptogénesis y
sefializacion celular, presenta hipermetilacion de su promotor en esquizofrenia, lo cual
reduce su expresion (Abdomaleky et al., 2005; Grayson et al., 2005). Con el gen catechol-o-
metiltransferasa unida a membrana (MB-COMT) sucede lo contrario, ya que su promotor esta
hipometilado en sujetos con esquizofrenia y trastorno bipolar, sobre-expresandose, lo podria

aumentar la degradacion de dopamina (Abdomaleky et al., 2006).

I1. MicroARNSs

Tal y como se menciond anteriormente, uno de mecanismos genéticos alternativos
que se ha propuesto en el estudio de las causas de enfermedades complejas como
esquizofrenia es el control de la expresion genética mediante microARNS. Los microARNs
son secuencias cortas de ARN no codificantes cuya funcion primordial es la regulacion pos-
transcripcional. Su estudio se justifica pues regulan varios ARNs mensajeros (ARNm vy las

proteinas codificadas por ellos) (Lim et al., 2005; Selbach et al., 2008), por lo que podrian
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participar en la etiologia de enfermedades con cierta base genética como la esquizofrenia
(Wright, Turner, Calhoun & Perrone-Bizzozero, 2013).

Los microARNSs corresponden a moléculas pequefias de ARN de entre 17 y 25
nucleotidos, con un promedio de aproximadamente 22, que son procesados de precursores
de mayor longitud (Bartel, 2004). La biogénesis de los mismos se caracteriza por una serie
de pasos y distintas proteinas. EI ADN se transcribe por la ARN polimerasa Il para formar
ARN primario largo (pri-miARNSs). Este presenta una estructura de doble banda que es
reconocida por el complejo compuesto por Drosha, una ARNasa endonucleasa 11, asi como
por DGCRS, que cortan en la base del bucle lo que libera un ARN precursor (pre-miARN)
de 60 a 70 nucle6tidos (Melo & Melo, 2013). El pre-miARN es exportado hacia el citoplasma
por la accion de la exportina 5 donde es procesado por DICER junto a TRBP (proteina de
unién a TAR) (Melo & Melo, 2013). Dichas proteinas junto a una Argonauta, componen
RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARN), el cual es dirigido por el microARN

hacia su objetivo.

La clave para la interaccion entre el microARN y su ARN mensajero blanco es el
emparejamiento de bases, principalmente a través de sitios de union localizados en el extremo
3" UTR, del ARNm con mudltiples copias lo que permite represion de manera efectiva
(Filipowicz, Bhattacharyya & Sonenberg, 2008). Hay tres condiciones que se deben cumplir
para la interaccion: complementariedad contigua y perfecta en la region semilla entre los
nucleotidos 2 al 8 del miARN, abultamientos en el centro del diplex de ambas moléculas
que impidan la accion endonucleotidica de proteinas como Argonautas y en ciertos casos,
hay sitios suplementarios de complementariedad entre los nuclettidos 13 al 16 para
estabilizar la union (Bartel, 2009; Filipowicz et al., 2008). Segun sefializacién, después de la
unién del microARN, se degradan los ARNm complementarios por rompimiento
endonucleotidico si la complementariedad es perfecta entre el microARN y el ARNm, pero
si no es asi, se inhibe la traduccion del transcripto y su blanco (Liu, 2008). La unién se ve
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afectada por interaccion con proteinas accesorias, la estructura secundaria del ARN
mensajero, el nivel de apareamiento de la secuencia en la region ndcleo y el grado de
conservacion de las secuencias de unién en los ARN mensajeros objetivos (Nielsen et al.,
2007; Robins, Li & Padgett, 2005; Seetrom et al., 2007).

Algunos microARNs presentan una expresion amplia, mientras que otros son
especificos de ciertos tejidos, tipos celulares o etapa del desarrollo (Lagos-Quintana, Rauhut,
Yalcin, Meyer, Lendeckel & Tuschl, 2002; Houbaviy, Murray & Sharp, 2003; Sempere et
al., 2004). Un mismo microARN puede tener varios blancos, en promedio se predicen de 100
a 200 sitios blanco (Brennecke, Stark, Russell & Cohen, 2005; Krek et al., 2005), mientras
gue un mismo gen puede ser regulado por mas de un microARN (Krek et al., 2005). Los
microARNS se pueden localizar en exones e intrones, tanto en unidades de transcripcion no
codificantes como en transcriptos que codifican para proteinas (Melo & Melo, 2013). Aunque
se han registrado poco menos de 2000 microARNs en humanos (miRBase,
http://www.mirbase.org/), un estudio sugiere que el nimero de genes de microARNS es
superior, alcanzando los 3000 (Friedlander et al., 2014). Se predice que los microARNs
regulan al menos aproximadamente entre un 30% (Lewis, Burge & Bartel, 2005) y un 60%
(Friedman, Farh, Burge & Bartel, 2009) de los genes humanos que codifican para proteinas,
objetivos de los microARNs. Estos genes se relacionan con distintos procesos como
apoptosis, transduccion de sefiales, diferenciacion, proliferacion y ciclo celular (Bueno &
Malumbres, 2011; Ferretti, 2008; Hamada, Masamune, Miura, Satoh & Shimosegawa, 2014).

I11. MicroARNSs y Sistema Nervioso

El cerebro humano consta de una gran diversidad de distintos tipos celulares que
incluyen aproximadamente 86 billones de neuronas (Azevedo et al., 2009), que conforman
una red neural compleja de informacion. Por ende, el estudio de la regulacion de los procesos
del sistema nervioso y las moléculas involucradas, como los microARNSs, permitirian una

mejor comprension del neurodesarrollo. Muchos microARNS son abundantes en cerebro y la
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expresion de varios de ellos es especifica tanto temporal como espacialmente, en tejidos
como corteza prefrontal dorsolateral, cerebelo e hipocampo (Ziat & Rennert, 2014). A nivel
nucleotidico, algunos microARNs estan conservados entre distintas especies, como miR-124
que presenta 100% de conservacién desde neméatodos hasta humanos (Lagos-Quintana et al.,
2002; Gao, 2008). Lo mismo sucede con miR-9a de Drosophila y vertebrados (Coolen, Katz
& Bally-Cuif, 2013). Precisamente, los genes que son regulados por esta clase de ARNSs se

relacionan con transcripcion, sinaptogénesis y neurodesarrollo (Ziat & Rennert, 2014).

El microARN miR-124, con alta expresion en neuronas, modula negativamente la
expresion del ARNm de la proteina de especificidad 1 (Spl) durante la neurogénesis,
influyendo en etapas tempranas del proceso de diferenciacion neuronal en células troncales
mesenquimales (Mondanizadeh, Arefian, Mosayebi, Saidijam, Khansarinejad & Hashemi,
2015). Otros microARNSs juegan un papel en la formacion dendritica y plasticidad sinaptica,
como es el caso de miR-188, el cual tiene como blanco a la proteina neuropilina-2 (Nrp-2)
que regula negativamente el desarrollo espinal y estructura sinédptica (Lee et al., 2012). Se ha
identificado que miR-146a modula negativamente ARNs mensajeros inflamatorios en células
astrogliales y microgliales (Li et al., 2011), por lo que el proceso de inflamacion del sistema

nervioso central, se puede alterar por la funcién de los microARNS.

1.1 MicroARNSs y esquizofrenia

Se ha sugerido que la esquizofrenia podria estar asociada a un aumento global tanto
de la biogénesis como de la expresion de los microARNs en distintas areas de la corteza
cerebral (Beveridge, Gardiner, Carroll, Tooney & Cairns, 2010; Santarelli, Beveridge,
Tooney & Cairns, 2011). Tal es el caso de miR-181b, cuya expresion estd incrementada en
el giro temporal superior de individuos esquizofrénicos y ocasiona desregulacién de los genes
visinina tipo 1 (VSNL1), que corresponde a un sensor de calcio; y el gen subunidad 2 del
receptor de glutamato AMPA ionotropico (GRIA2) con un papel importante en

neurotransmision excitatoria (Beveridge et al., 2008). Esos cambios en la expresion podrian
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ser influenciados por componentes necesarios para la biogenesis de los microARNs. Un
aumento en la expresion de DICER, incrementa el procesamiento de ciertos microARNSs en
el Area 46 de Broadmann de la corteza prefrontal dorsolateral de sujetos con esquizofrenia
(Santarelli et al., 2011). Se ha encontrado regulacion positiva del ARNm de DGCRS en el
giro temporal superior y la corteza prefrontal dorsolateral, lo que podria explicar cambios en
la expresion de microARNs en la enfermedad (Beveridge et al., 2010). Es importante recalcar
que el gen que codifica para la proteina DGCRS, se localiza en cromosoma 22q11.2, regién
que muestra asociacion con la esquizofrenia (Stone et al., 2008) y se han encontrado
deleciones en esta posicion cromosoémica en individuos que presentan la enfermedad

(Karayiorgou et al., 1995).

Sin embargo, hay microARNSs cuya expresion esta reducida en la esquizofrenia. Un
estudio encontré 16 microARNs expresados diferencialmente, encontrando 15 de ellos
regulados negativamente en individuos con esquizofrenia y trastorno esquizoafectivo al
comparar con sujetos no afectados (Perkins et al., 2007). Dentro de ellos, miR-30a-5p y miR-
195 presentan sitios de unién al ARNm del gen BDNF, mostrando una relacion inversa con
los niveles proteicos del mencionado gen (Mellios, Huang, Grigorenko, Rogaev & Akbarian,
2008), lo que modularia negativamente a ARNm GABAGérgicos que se relacionarian con
esquizofrenia (Mellios et al., 2009) Otro caso es el de miR-132, cuya desregulacion en la
corteza prefrontal dorsolateral de individuos afectados, influye en la expresién de sus blancos
como DNMT3A, GATA2 y DPYSL3, alterando procesos del neurodesarrollo (Miller et al.,
2012).

Se ha encontrado asociacion entre polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs) de
microARNSs con esquizofrenia. Tal es el caso de rs17578796 y rs1700, correspondientes a
miR-206 y miR-198, respectivamente (Hansen et al., 2007). Se ha demostrado que variantes
en miR-502, miR-510, miR-890 y miR-892b, resultan en un procesamiento reducido de los

mencionados microARNSs, mientras que el SNP localizado en pri-miR-510 aumentaria la
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produccién de microARN maduro (Sun et al., 2009). Otro microARN que presenta una
variante asociada con la esquizofrenia es miR-137, que corresponde a la molécula base de la

presente investigacion.

IV. miR-137 y Sistema Nervioso

El primer registro de miR-137 data del afio 2002, en una investigacién cuyo enfoque
fue la identificacion de microARNSs tejido-especificos, mediante la clonacion de estos ARNs
en 9 diferentes tejidos de raton adulto, en la cual se reporté 34 nuevos microARNS, incluido
miR-137 (Lagos-Quintana et al., 2002). El gen que codifica para miR-137 esta localizado en
el cromosoma 1p21.3 (Yin et al., 2014). La unidad transcripcional consta de 62kb y se
predicen cuatro variantes por corte y empalme que van desde poco menos de 1kb hasta poco
mas de 2.5kb (Mahmoudi & Cairns, 2017). Se predice que alrededor de 1000 genes son
potenciales objetivos de miR-137 (Wright et al., 2013). Sin embargo, aproximadamente 50
de estos genes se han estudiado y validado experimentalmente, lo que representa Unicamente
un 5% (Mahmoudi & Cairns, 2017).

La expresién de miR-137 se da principalmente en cerebro y esta particularmente
enriquecido en el giro dentado (Smrt et al., 2010). Este microARN influye en el sistema
nervioso y neurodesarrollo mediante regulacién de morfogénesis dendritica, neurogénesis
adulta, de maduracion y migracion de células troncales neurales adultas, gliogénesis,
sinaptogénesis y maduracion de sinapsis (Hill et al., 2014; Siegert et al., 2015; Silber et al.,
2008; Smrt et al., 2010; Strazisar et al., 2014; Sun et al., 2011).

En células troncales neurales embridnicas de raton, la sobreexpresion de miR-137
disminuye la proliferacion y aumenta la diferenciacion de éstas células mediante un bucle
regulatorio con TLX/LSD1 (Sun et al., 2011). Por el contrario, en células troncales neurales
del hipocampo, promueve la proliferacion y reprime la diferenciacion (Szulwach et al.,

2010). Por lo tanto, la proliferacion y diferenciacion en etapas del desarrollo son sensibles a
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la expresion de miR-137, causando un cambio hacia uno u otro proceso, regulando el
dinamismo entre estos y siendo contexto-dependiente (Mahmoudi & Cairns, 2017; Yinetal.,
2014)

Se han identificado vias controladas por miR-137 relacionadas con regulacion del
ciclo celular, apertura y cierre de canales de calcio, interacciones célula-célula y funciones
sinapticas (Collins et al., 2014). Los procesos Yy rutas que regula, aunado a otros estudios
sobre la funciéon de miR-137 podria sugerir el rol de éste en la etiologia de la esquizofrenia,
asi como en autismo, discapacidad intelectual, sindrome de Rett, Alzheimer, Huntington y
varios tipos de cancer (Balaguer et al., 2010; Chen et al., 2011; Devanna & Vernes, 2014;
Geekiyanage & Chan, 2011; Soldati et al., 2013; Willemsen et al., 2011; Wu et al., 2010).

V.1 miR-137 y esquizofrenia

En una investigacion realizada por Ripke y colaboradores (2011) mediante un analisis
de asociacion de todo el genoma, se encontr6 asociacion significativa de la esquizofrenia con
7 loci, 5 de ellos nuevos, de los cuales, la asociacion estadisticamente méas significativa
correspondio a un polimorfismo de un Unico nucleétido (rs1625579) localizado dentro de un
intrén del transcripto primario de MIR137HG, lo que sugiere a este gen como un posible
candidato para la enfermedad. Ademas, 4 de los loci con asociacion significativa a este
trastorno, incluyen a los genes TCF4, CACNALC, CSMD1 y C100rf26 que corresponden a
blancos potenciales del mencionado microARN (Ripke et al., 2011) y que han sido validados
(Kwon, Wang & Tsai, 2013). Mediante un estudio caso control y meta-analisis, Ma y
colaboradores (2014) encontraron evidencia convincente de que el polimorfismo rs1625579
esta significativamente asociado con un incremento en el riesgo de la esquizofrenia. Otro
meta-andlisis realizado en China, obtuvo el mismo resultado de asociacion entre esta variante
y la enfermedad (Zhang et al., 2016).

El SNP rs1625579 ha sido muy estudiado y dentro de los alelos identificados estan T

y G, siendo éste primero el alelo de riesgo. Un estudio indica que individuos con el genotipo
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TT presentan una mayor activacion de la corteza prefrontal dorsolateral izquierda, el cual
corresponde a un fenotipo de riesgo en la esquizofrenia (van Erp et al., 2014). Se ha
encontrado que la edad de inicio de psicosis es mas temprana en individuos con esquizofrenia
que presentan el genotipo TT comparados con sujetos cuyo genotipo es GT 0 GG (Lett et al.,
2013). Las estructuras cerebrales también son afectadas ya que individuos homocigotos para
T presentan mayor volumen del ventriculo lateral izquierdo, menor volumen del hipocampo
e integridad reducida de la materia blanca en comparacion con sujetos portadores de G (Lett
et al., 2013). Estos resultados y la designacion del alelo T como el de riesgo, debe manejarse
con cautela ya que se ha encontrado que el alelo G en combinacién con un incremento en

sintomas negativos, predicen deterioro cognitivo en esquizofrenia (Green et al., 2013).

Algunos blancos del miR-137 corresponden a genes asociados a esquizofrenia como
CACNALC, TCF4 y ZNF804A (Kim et al., 2012; Ripke et al., 2011: Yin et al., 2014). El
primero codifica para la subunidad 1 C de un canal de calcio voltaje dependiente que
incrementa la permeabilidad de la membrana lo que permite la activacién de rutas de
sefializacion intracelular (Bhat et al., 2012). Si se altera, puede causar procesamiento de
informacidn anormal y resultar en trastornos psiquiatricos (Bhat et al., 2012; Yin et al., 2014).
TCF4 corresponde a un factor de transcripcion nuclear que regula apertura de canales; la
desregulacién de este gen causa estimulos excesivos o irrelevantes producto de deterioro
sensorial que alteran funciones cognitivas y puede influir en enfermedades neuropsiquiatricas
(Brzozka, Radyushkin, Wichert, Ehrenreich & Rossner, 2010). ZNF804A funge en la
regulacién genes involucrados en adhesion celular, lo que sugiere un papel de este gen en
migracion neural y plasticidad sinaptica (Hill, Jeffries, Dobson, Price & Bray, 2011).
ZNF804A interactua con catechol-O-methyltransferasa (COMT) que participa en la
degradacion de dopamina (Girgenti, LoTurco & Maher, 2012; Xu et al., 2017). Si se inhibe
la expresiobn de COMT, hay hiperactividad de la dopamina lo que puede originar

esquizofrenia (Yin et al., 2014).
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V. VNTR: Rol en Sistema Nervioso y esquizofrenia

Las repeticiones en tandem de numero variable (VNTRs), también denominadas
minisatélites hipervariables, consisten en secuencia de ADN de entre minimo 6 y mas de 50
pares de bases, que se repite en el genoma de manera continua (Bennett, 2000). Debido a que
el nimero de repeticiones es variable dentro y entre individuos, los VNTRS corresponden a
entidades polimorficas (Nakamura et al., 1987). Estas repeticiones se han identificado en,
intrones, en extremos 3" y 5"UTR, en promotores y en regiones intergénicas (Babushkina &
Kucher, 2011; Bemis et al., 2008; Lesch et al., 1994; Lichter et al., 1993). Los VNTRS son
importantes reguladores tanto a nivel transcripcional, afectando la expresion, como
traduccional, influyendo en la estabilidad y/o eficiencia del ARNm (Nakamura, Koyama &
Matsushima, 1998). Por lo tanto, se sugiere que podrian participar en la etiologia de

enfermedades complejas.

En el gen DRD4, implicado en trastornos neuropsiquiatricos, se encontré un VNTR
que altera la expresion de este gen in vitro e in vivo, ya que se observo una expresion
disminuida del ARN mensajero en presencia de 7 repeticiones (Schoots & Van Tool, 2003;
Simpson, Vetuz, Wilson, Brookes & Kent, 2010). Wang y colaboradores (2012) reportan un
VNTR que influye en la expresion del gen CYP2C9, en el cual el VNTR designado como
corto por su secuencia pequefia, reduce los niveles del ARN mensajero de este gen, cuando
se compara con el VNTR mediano y largo. En el gen transportador de serotonina se ha
identificado un VNTR, cuyo alelo de 9 repeticiones se asocia con depresion unipolar (Ogilvie
et al., 1996).

Uno de los VNTRs mas estudiados corresponde al localizado en el extremo 3’UTR
del gen humano transportador de dopamina DAT1. La expresion del DAT1 se altera, ya que
se incrementa con el alelo de 10 repeticiones del VNTR (Fuke et al., 2001), tanto en tejido
cerebral como linfocitos (Mill, Asherson, Browes, D’Souza & Craig, 2002). El alelo de 10

repeticiones parece estar asociado con trastorno de hiperactividad con déficit de atencion
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(Cook et al., 1995), 9 copias con alta prevalencia en individuos con dependencia de alcohol
(Sander et al., 1997) y 11 repeticiones aumentan el riesgo de enfermedad de Parkinson (Le
Couteur, Leighton, McCann & Pond, 1997), lo que sugiere un papel importante en distintos
padecimientos.

En el caso de la esquizofrenia, una investigacion determinoé que hay interaccion entre
el VNTR del gen transportador de dopamina DAT y el polimorfismo Val158Met del gen
catechol-O-metiltranferasa COMT, reguladores de la funcidn cortical, la cual esta alterada en
esquizofrenia (Prata et al., 2009). Se han realizado estudios de polimorfismos en el gen
transportador de serotonina (SLC6A4), encontrandose una asociacion entre el alelo de 12
repeticiones de STin2 y esquizofrenia (Fan & Sklar, 2005). En una poblacion del sur de la
India se encontrd asociacion de tres variantes del gen, dos de ellos correspondientes a
VNTRs, de los cuales el alelo corto de la region SHTTLPR y nuevamente 12 repeticiones de

STin2 son los alelos de riesgo en esquizofrenia (Vijayan et al., 2009).

VI. VNTR en miR-137

Bemis y colaboradores (2008) identificaron una repeticion de nucledtidos en tandem
de nimero variable de 15 pares de bases en el extremo 5 del pre-miR-137, que influye en el
procesamiento y funcionamiento correcto de miR-137 en lineas celulares de melanoma. A su
vez, este ARN no codificante regula la expresion del factor de transcripcion asociado a
microftalmia (MITF) en estas células (Bemis et al., 2008). Este VNTR se encuentra en un
promotor interno (Warburton et al, 2014), localizado en el exén 3 del gen miRNA 137 y cuya
secuencia es TAGCAGCGGCAGCGG (Wang et al., 2014). Se ha reportado que el VNTR
presenta varios alelos, cuyo rango de tamafio va de 3 a 13 repeticiones (Mamdani et al., 2013;
Warburton et al., 2014). La condicion homocigota de 3 repeticiones se ha tomado como
referencia en varias investigaciones (Bemis et al., 2008; Strazizar et al., 2014) y se ha
reportado que variantes altas en nimero de copias de este VNTR son poco frecuentes
(Warburton et al., 2014).
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Debido a que éste VNTR se encarga del procesamiento y modificacion
posttranscripcional de miR-137, se sugiere que el cambio en el nimero de repeticiones afecta
la estructura secundaria y terciaria de pri-miR-137, influyendo en los mencionados procesos
(Bemis et al., 2008; Mamdani et al., 2013). Ademas se ha encontrado que el numero de
repeticiones del VNTR afecta la expresion de otros genes; 12 de ellos presentaron mayor
expresion a mas repeticiones, entre los que se incluyen STMN4, PHLDA1 y NPPA, mientras
que los genes LUZP2, ASCL1 y FAT4 se expresaron menos a mayor numero de repeticiones
en comparacion con la referencia de 3 repeticiones (Strazizar et al., 2014). Existe un estudio
en el que se encontré que el VNTR tiene un efecto en la edad de inicio de la esquizofrenia
ya gue individuos portadores de repeticiones presentan una edad de inicio mas temprana de
la enfermedad que los controles sin repeticiones (Wang et al.,, 2014). También, el
polimorfismo de este VNTR se asocia con severidad de sintomas positivos de la
esquizofrenia (Wang et al., 2014).

VII. Justificacion

La esquizofrenia es un trastorno severo que causa disfuncion en una o varias areas de
funcionamiento como relaciones interpersonales, educacion, trabajo y cuidado personal,
afectando a la persona a nivel ocupacional e individual lo que puede ocasionar aislamiento
(American Psychiatric Association, 1994; Evans, Muir, Blackwood & Porteous, 2011).
Dentro de las causas genéticas de la enfermedad, los microARNs han tomado fuerza como
candidatos ya que presentan alta expresion en el cerebro, tienen efectos pleiotrépicos y
participan en muchas vias celulares de regulacion (Nelson, Wang & Rajeev, 2008; Selbach
et al., 2008; Sempere et al., 2004; Weinberg & Wood, 2009). Su influencia en la
proliferacion, diferenciacion y maduracién neuronal (Silber et al., 2008; Smrt et al., 2010),
sefialan a miR-137 como un candidato importante en trastornos psiquiatricos como la

esquizofrenia.
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Algunos genes influyen en las caracteristicas clinicas de una enfermedad, sin alterar
la susceptibilidad o riesgo a la misma (Fanous & Kendler, 2005) y esto constituye el objetivo
principal de muchas investigaciones ya que analizan el efecto de estos denominados genes
modificadores. Uno de estas caracteristicas corresponde a la edad de inicio. Tal es el caso de
la esclerosis lateral amiotréfica, ya que los SNPs rs2279238 y rs7120118 se asocian con la
edad de inicio, cuyos genotipos T/T y T/C, aumentan la edad de inicio de la enfermedad en
7.8 afios y 6.7 afos, respectivamente (Mouzat et al., 2018). En la enfermedad de Huntington,
se encontrd un locus en el cromosoma 15 con dos efectos distintos, acelerando y retrasando
la enfermedad en 6.1 afios y 1.4 afos, respectivamente y en el cromosoma 8, se obtuvo un
locus que acelera la edad de inicio en 1.6 afios (Genetic Modifiers of Huntington’s Disease
(GeM-HD) Consortium, 2015). En trastorno bipolar, la edad de inicio se ha ligado a la region
cromosémica 3pl14 (Etain et al., 2006). En la enfermedad de Parkinson, se identificaron las
regiones 2p13, 99 y en los cromosomas 20 y 21 con puntaje sugerente de ligamiento a edad
de inicio y el alelo 174 del marcador D2S1394 localizado en el cromosoma 2, se asocia a una
edad de inicio tardia de la enfermedad (DeStefano et al., 2002).

En el caso de la esquizofrenia, se sugiere que la edad de inicio es muy importante en
el estudio del origen de esta enfermedad ya que puede brindar indicios de los defectos
primarios, si se logra determinar los procesos bioldgicos asociados (DeLisi, 1992). Ademas,
la edad a la cual inician los sintomas de la esquizofrenia puede ser relevante para definir la
etiologia de procesos patoldgicos (DeLisi, 1992). Se ha demostrado que la edad de inicio
tiene un fuerte componente genético correlacionando entre hermanos enfermos, mientras que
el efecto de factores ambientales es bajo (Crow & Done, 1986; Kendler, Tsuang & Hays,
1987). Una investigacion obtuvo ligamiento de la region 2922.1 con la edad de inicio
temprana (Lien et al., 2011) y otro estudio identifico 14 loci asociados también con la edad
de inicio temprana de la esquizofrenia (Woolston et al., 2017). Se ha reportado que la edad
de inicio podria contribuir a cambios estructurales de cerebro y disfuncién cognitiva:

individuos cuya edad de inicio de la esquizofrenia es mas temprana presentan un menor
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tamano del hemisferio cerebral izquierdo (Crow, Colter, Frith, Johnstone & Owens, 1989) y

el volumen de los ventriculos cerebrales es mayor (DeLisi et al., 1991).

Los estudios mencionados anteriormente en cuanto a regulacion transcripcional y
traduccional son algunos ejemplos sobre el rol de los VNTRs en expresion de genes y
estructura de los ARNm, asi como en la asociacion con trastornos psiquiatricos. Por lo tanto,
los VNTRs se pueden considerar como sintonizadores finos de la expresion de los genes, asi
como potenciales unidades funcionales de variancia y por esto pueden ser muy utiles al

estudiar el origen de ciertos padecimientos, en particular de los complejos (Brookes, 2013).

Al tomar en cuenta el VNTR de miR-137, éste no muestra asociacion con la edad de
inicio de la esquizofrenia (Egawa et al., 2013; Wang et al., 2014). Sin embargo, es posible
que la presencia de repeticiones del VNTR influya en la edad de inicio de la esquizofrenia y
tenga un efecto protector contra el inicio de sintomas positivos (Wang et al., 2014). En
nuestro pais, un estudio previo que empledé 52 trios (padres sanos y un hijo con
esquizofrenia), detectd dos variantes de miR-137: el SNP 1625579 y el VNTR de miR-137
y aunque no encontré asociacion entre ningun alelo de éste ultimo con la esquizofrenia
mediante la prueba de asociacion TDT, obtuvo que individuos con el alelo 4 presentan una

edad de inicio menor de la enfermedad (Bolafios & Chavarria-Soley, datos no publicados).

En nuestro pais se han realizado estudios de caracterizaciéon y categorizacion de
individuos que presentan esquizofrenia y las implicaciones que ésta tiene (Contreras et al.,
2008; Montero et al., 2002; Pacheco et al., 2010), asi como de factores culturales en el
contenido de los delirios de personas esquizofrénicas (Morales, Alvarado, Calvo, Contreras
& Raventos, 2012). Hay investigaciones enfocadas en genes candidatos de la enfermedad
(Marballi et al., 2014; Pacheco & Raventds, 2004; Walss-Bass et al., 2006; Walss-Bass et
al., 2006), loci de genes con predisposicion a esquizofrenia (Escamilla et al., 2007; Escamilla
etal., 2009), analisis de desequilibrio de ligamiento (Walss-Bass et al., 2005) y endofenotipos

(Glahn et al., 2007). Con respecto a los microARNSs, se ha analizado su papel en la etiologia
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de la esquizofrenia (Bolafos, 2014) y el mencionado estudio que encontro relacién entre los
individuos portadores de alelo 4 del VNTR de miR-137 y la edad de inicio de la esquizofrenia
(Bolafios & Chavarria-Soley, datos no publicados). Asumiendo similares frecuencias alélicas
y genotipicas en individuos sanos y sujetos con esquizofrenia (basado en lo encontrado en
otras investigaciones, entre ellas la de nuestro pais), la presente investigacion pretende
ampliar la muestra del estudio preliminar y asi conocer si el nimero de repeticiones de esta
region se asocia a una edad de inicio mas temprana de la esquizofrenia'y permitir una mejor
comprensidn del papel de esta region del gen. De esta manera, se han planteado los siguientes
objetivos, hipotesis y prediccion:

V111 Objetivos

VI 1. Objetivo General:
Determinar si el nimero de repeticiones del VNTR localizado en el promotor interno
del exdn 3 del gen MIR137HG se asocia con la edad de inicio de la esquizofrenia en un grupo

de 132 individuos del Valle Central de Costa Rica con esquizofrenia.

VIII. 2. Objetivos especificos:
- Comparar la edad de inicio promedio de la esquizofrenia entre sexos para un total

de 132 individuos del Valle Central de Costa Rica con esquizofrenia.

- Identificar el genotipo para el nimero de repeticiones en el VNTR localizado en el
promotor interno del exén 3 del gen MIR137HG para un total de 132 individuos del

Valle Central de Costa Rica que padecen esquizofrenia.

-Determinar la frecuencia de cada uno de los alelos identificados para el nimero de
repeticiones del VNTR situado en el promotor interno del exén 3 del gen MIR137HG

para un total de 132 individuos del Valle Central de Costa Rica con esquizofrenia.

- Comparar la edad de inicio de la esquizofrenia entre grupos con diferentes genotipos

segun numero de repeticiones del VNTR situado en el promotor interno del exén 3
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del gen MIR137HG para un total de 132 individuos del Valle Central de Costa Rica

con esquizofrenia.

IX. Hipotesis

El nimero de repeticiones del VNTR de miR-137 esta asociado con la edad de inicio de la
esquizofrenia en una muestra de 132 individuos del Valle Central de Costa Rica que padecen

la enfermedad

X. Prediccién

Si el nimero de repeticiones del VNTR de miR-137 esta asociado con la edad de inicio de la
esquizofrenia, individuos con mayor nimero de repeticiones presentaran una edad de inicio

mas temprana de la enfermedad

X1. MATERIALES Y METODOS

XI. 1. Sujetos de estudio

Se analizaron 132 muestras de ADN gendmico de sujetos del Valle Central de Costa
Rica con el diagnéstico final de consenso de esquizofrenia por el DSMIV (American
Psychiatric Association, 1994). Los participantes tenian padres y abuelos provenientes de
diferentes sitios del Valle Central. La region del Valle Central de Costa Rica se extiende
desde San Ramdn de Alajuela hasta Paraiso de Cartago, de oeste a este, respectivamente y al
norte hasta las montafias de Heredia y volcanes Barva e Irazu, limitando con la Cordillera de

Talamanca al sur (Campos-Sanchez, Raventds & Barrantes, 2013).

Las muestras son parte del proyecto de Genética de la Esquizofrenia en el Valle
Central de Costa Rica realizado por el grupo de Psiquiatria Genética del Centro de
Investigacion en Biologia Celular y Molecular a cargo de la Dra. Henriette Ravent6s Vorst.
Las investigaciones a las cuales pertenecen las muestras fueron debidamente aprobadas por

el Comité Etico Cientifico de la Universidad de Costa Rica y los individuos incluidos en las



18

mismas, firmaron el respectivo consentimiento informado. Se registraron las caracteristicas
fenotipicas de sexo y edad de inicio de la esquizofrenia que se basa en el diagndstico de mejor
estimado. Este consiste en el andlisis de 3 fuentes de informacion para el diagndstico:
entrevista diagnostica para estudios genéticos (DIGS en inglés), registros médicos y
entrevistas familiares (FIGS), las cuales son analizadas por dos mejores estimadores que

luego de discutir los casos, llegan a un diagnostico consenso (Contreras et al., 2009).

XI. 2. Amplificacion PCR, purificacién y secuenciacion

De las muestras de ADN disponibles previamente extraidas, se realizd la
amplificacion del VNTR de miR-137. Se disefiaron los iniciadores con el programa Primer3
Plus y se obtuvieron los siguientes cebadores: “forward” TGGAAATAGAGCGGCCATT y
“reverse” AGTGCTACCTTGGCAACCAC. La reaccion de amplificacién consiste en un
volumen total de 25uL que contiene Master Mix 1x (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos), 1,6uM de cada iniciador y 90ng de ADN gendmico. Las condiciones empleadas
incluyen un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, seguido por 10 ciclos de
94°C “touchdown” por 20 segundos, 65°C a 57°C por 1 minuto (“touchdown”) y 72°C por
1 minuto, luego 30 ciclos de 94°C por 20 segundos, 55°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto
para finalizar con un ciclo de 72°C durante 10 minutos. Las muestras amplificadas se
enviaron a Macrogen Korea para la purificacion del producto amplificado y secuenciacion
por el método de Sanger con terminadores BigDye, version 3.1 (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). La reaccion de secuenciacion se llevé a cabo en una sola direccion.

XI. 3. Analisis de secuencias
Se empled el programa Chromas Lite 2.1.1. (Technelysium, Australia) para analizar
la secuencia de cada muestra e identificar el nimero de repeticiones que presenta cada

individuo.
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XI. 4. Analisis estadistico

La determinacion de las frecuencias alélicas de la muestra se realiz6 mediante
GenAlEx 6.501. Posteriormente, los individuos se dividieron en tres grupos segun genotipo:
3 3,3 4y4 4 Paracomprobar si la edad de inicio de la esquizofrenia varia segun sexo, se
empleo la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, ya que los datos no provienen de
distribucion normal. Para determinar si la edad de inicio de la esquizofrenia varia segun
genotipo, se empled la prueba de Kruskal Wallis. Estos analisis se llevaron a cabo en el

programa Past (Hammer, Harper & Ryan, 2001).

XIl. RESULTADOS

De los 132 individuos, 77 son hombres (58%) y 55 son mujeres (42%). El rango de
edad de inicio en que se encuentran mas individuos tanto para hombres (48%) como para
mujeres (31%) es entre los 16 y 20 afios (Cuadro 1). El 11% de las mujeres y menos del 3%
de los hombres presentan edades de inicio superiores a los 35 afios (Cuadro 1). El promedio
de la edad de inicio de la esquizofrenia en hombres es de 19.79+6.46 afios y en las mujeres,
la edad de inicio promedio de la enfermedad es de 23.34+9.29 afios. La edad de inicio

promedio de la esquizofrenia es menor en los hombres que en las mujeres (U=1676, p=0.04).
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Cuadro 1. Distribucion de la edad de inicio de la esquizofrenia segun sexo

Rango de edades Sexo
Hombres Mujeres
6-10 1 0
11-15 15 11
16-20 37 17
21-25 14 9
26-30 4 8
31-35 4 4
36-40 0 2
41-45 2 2
46-50 0 2
Total 77 55

Las frecuencias de los genotipos para el VNTR de miR-137 fueron 70.5% 3 3
(n=93), 24.2% 3 4 (n=32) y 5.3% 4_4 (n=7) (Cuadro 2). Las frecuencias de los alelos 3y 4
fueron de 82.6% y 17.4%, respectivamente (Cuadro 2). En esta muestra, los individuos 3_3
presentan un amplio rango de edad de inicio, desde los 7 afios hasta los 49 afios. Mientras
tanto, los casos 3_4 presentan una edad maxima de inicio de la enfermedad de 32 afios y los
sujetos con genotipo 4_4 tienen una edad maxima de 29 afios (Cuadro 3). La edad de inicio
promedio de la esquizofrenia en individuos con genotipo 3_3 es de 21.77+8.68 afios, en
sujetos 3_4 es de 20.38+5.77 afos y en individuos 4 4 es de 18.71+5.31 afios. La edad de
inicio promedio de la esquizofrenia no difiere entre los tres genotipos para el VNTR de miR-
137 (H(2)=0.76, p=0.68).
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Cuadro 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del VNTR de miR-137 en la muestra total y por

Sexo
Muestra total (n=132) Hombres (n=77) Mujeres (n=55)

Genotipos
33 93 (70.5%) 57 (74.0%) 36 (65.5%)
34 32 (24.2%) 16 (20.8%) 16 (29.1%)
4 4 7 (5.3%) 4 (5.2%) 3 (5.4%)
Alelos
3 218 (82.6%) 130 (84.42%) 88 (80.0%)
4 46 (17.4%) 21 (15.58%) 23 (20.0%)

Cuadro 3. Distribucion de individuos segin edad de inicio de la esquizofrenia acorde al

genotipo
Rango de edades Genotipo
33 34 4 4

6-10 1 0 0
11-15 18 6 2
16-20 38 13 3
21-25 15 7 1
26-30 8 3 1
31-35 5 3 0
36-40 2 0 0
41-45 4 0 0
46-50 2 0 0
Total 93 32 7
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XI11. DISCUSION

Se encontrd que la edad de inicio de la esquizofrenia es més temprana en hombres
que en mujeres, con una diferencia cercana a los 3 afios y medio. Lo anterior es consistente
con la mayoria de investigaciones (Loranger, 1984; Angermeyer & Kihn, 1988; Faraone,
Chen, Goldstein & Tsuang, 1994; Tang et al., 2007). Por ejemplo, en un estudio realizado en
China, la edad de inicio fue significativamente menor en hombres y un alto porcentaje de
mujeres presentan una edad de inicio igual o superior a los 45 afios (Tang et al., 2007). En
otra investigacion llevada a cabo en Nueva York, se reportd que la edad de inicio en los
hombres es aproximadamente cinco afios mas temprano que en mujeres (Loranger, 1984).
Otro estudio encontré que la esquizofrenia inicia tres a cuatro afios mas tarde en mujeres,
comparado con hombres (Hafner, Maurer, Loffler & Riecher-Rdéssler, 1993). En términos

generales, se reportado una diferencia promedio de cinco afios (De Lisi, 1992).

Sin embargo, hay estudios que no han encontrado diferencias entre sexos (Contreras
et al., 2008; Venkatesh et al., 2008; Naqgvi, Murtaza, Nazir & Naqvi, 2010). En la India, no
hay diferencias en la edad de inicio de la esquizofrenia entre hombres (29.2+8.8 afios) y
mujeres (30.8+11.4 afios) (Venkatesh et al., 2008). Un estudio realizado en Pakistan,
tampoco encontr6 diferencias entre sexos en ninguna de las tres medidas de edad inicio
empleadas: edad de inicio de sintomas psicoéticos, edad al primer contacto con un proveedor
de salud y edad de la primera hospitalizacion (Naqvi et al., 2010). En nuestro pais, a
diferencia de lo que se obtuvo en el presente estudio, otra investigacion sobre caracterizacion
de individuos con esquizofrenia del Valle Central de Costa Rica, con una muestra mayor,
reporta una edad de inicio promedio de 21.39 afios, sin diferencia entre sexos (Contreras et
al., 2008).

La mayoria de estudios designan como edad de inicio de la esquizofrenia a la edad de
la primera hospitalizacién y aparicion de los primeros sintomas (De Lisi, 1992) o como en

este caso, mediante diagndstico final a través del proceso mejor estimado diagndstico, lo que
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dificulta la comparacion de la edad de inicio entre estudios. Las diferencias en la edad de
inicio entre sexos puede deberse a que en la distribucion de edades, hay valor maximo en
frecuencia de hombres a edades tempranas mientras que en mujeres hay dos picos, el primero
entre 20 y 29 afios y luego un ligero aumento luego de los 40 afios (Hafner et al., 1993). Se
ha sugerido que los estrégenos tiene un efecto protector que retrasa el inicio de la enfermedad
en las mujeres (Seeman & Lang, 1990; Héafner et al., 1998), ya que parece que disminuye la
sensibilidad de los receptores de dopamina (Hafner, Behrens, De Vry & Gattaz, 1991).
También se ha encontrado que los hombres son hospitalizados a una edad méas temprana que
las mujeres (Angermeyer & Kihn, 1988). Ademas, las presiones culturales y sociales eran
mayores en hombres para lograr independencia en ciertos ambitos (Loranger, 1984). Otros
estudios indican que las diferencias en la edad de inicio entre sexos, puede deberse a la
clasificacion y subtipos de la enfermedad. Los hombres presentan una edad de inicio mas
temprana si padecen el subtipo paranoide (Beratis, Gabriel & Hoidas, 1994; Salokangas,
Honkonen & Saarinen, 2003) mientras que lo contrario sucede en el subtipo desorganizado

gue aparece mas temprano en mujeres (Beratis et al., 1994).

En este estudio se encontraron Unicamente dos alelos para el VNTR localizado en el
promotor interno del exén 3 del gen MIR137HG en una muestra del Valle Central de Costa
Rica. Estos fueron 3 y 4 repeticiones, con frecuencia de 83% y 17% respectivamente.
Ademas, el genotipo mas frecuente fue 3_3 con 70%. Lo anterior, se diferencia de otras
investigaciones en las cuales se han identificado individuos sin el VNTR y sujetos con hasta
13 repeticiones. Sin embargo, los datos son consistentes en cuanto a que el alelo 3 y su
condicion homocigota en genotipo, son usualmente mas frecuentes. Una investigacion, que
comprendié una muestra de 54 casos con esquizofrenia y 54 controles de la Escuela de
Medicina del Mount Sinai, encontro 3 repeticiones como el alelo méas frecuente con 72%,
seguido de 4 repeticiones, 9 repeticiones y las demas repeticiones con frecuencia de 9%, 6%
e inferior al 5%, respectivamente (Mamdani et al., 2013). En Japon, también se encontrd que

el alelo con mayor frecuencia es el de 3 repeticiones para este VNTR de miR-137 (Egawa et
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al., 2013). En individuos que presentan esquizofrenia del Norte de Suecia el alelo de 3
repeticiones tuvo una frecuencia de 74.18%, seguido por 4 con 14.67% y el resto de variantes
con porcentaje menor al 4%. En cuanto a frecuencias genotipicas, el genotipo 3_3 estuvo
presente en un 58.22% de los casos, luego 3_4 con 18.78%, seguido por otros genotipos con
frecuencia menor a 5%. EI patron fue similar tanto en sujetos con trastorno bipolar como en

controles (Strazisar et al., 2014).

Sin embargo, para una poblacion de CEU (residentes de Utah con ancestros del Norte
y Oeste de Europa), se obtuvo un resultado distinto ya que el alelo de menor nimero de
repeticiones y con mayor frecuencia fue el de 4 repeticiones para el VNTR con un 74.16%,
seguido por 6 (9.55%), 5 (6.18%) y el resto de repeticiones (Warburton et al., 2014). Ademas,
la mayoria de individuos fueron homocigotos para el alelo 4 con 55.06% de los casos,
seguidos por 4 6 y 4 5 con poco mas de 10% de los casos cada uno y los otros genotipos

con frecuencias igual o menores al 3.37% (Warburton et al., 2014).

Aungue no se ha encontrado asociacion entre las variantes de este VNTR vy la
esquizofrenia (Bolafios & Chavarria-Soley, datos no publicados; Egawa et al., 2013, Wang
et al., 2014) se ha demostrado que el nimero de repeticiones influye en la expresion de miR-
137. En células HEK293 que portan los alelos 9 y 13, se disminuye significativamente la
expresion de este microARN y se altera la estructura terciaria de sus precursores (Mamdani
etal., 2013). Ademas, al comparar alelos con 3 y 12 repeticiones, se encontrd que éste tltimo
altera la estructura secundaria del pri-miR-137 (Bemis et al., 2008). En otro estudio se
encontr6 que la presencia de 4 y 8 nimero de copias de este VNTR también altera la
estructura de miR-137 y disminuye la expresion de este ARN no codificante, al comparar
con el tipo silvestre de 3 repeticiones (Strazisar et al., 2014). Se ha encontrado que el nimero
de copias del VNTR influye en la expresion de 15 genes, de los cuales 3 presentan expresion
disminuiday la regulacion de los otros 12 es positiva al incrementarse la repeticion (Strazizar

et al., 2014). Un estudio que utilizé la luciferasa como gen reportero, demostré que con 4
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repeticiones la actividad se incrementa mientras que disminuye considerablemente en
presencia de 12 numero de copias (Warburton et al., 2014). Lo anterior indica que a mayor
namero de repeticiones del VNTR, hay menor expresion de miR-137 y un procesamiento
incorrecto de la estructura de sus precursores. En este caso, al haber Gnicamente dos alelos,
los cuales son muy cercanos en numero de repeticiones, se podria dificultar la deteccién de
un efecto fenotipico, sin embargo se nota un patrén a la disminucion de la edad de inicio
hacia el genotipo 4_4. Mamdani y colaboradores (2013) encontraron disminucién leve de la
expresion de miR-137 con 4 repeticiones al comparar con 3 repeticiones, pero no es
significativo. Sin embargo, otro estudio también obtuvo reduccion de la expresion con 4
repeticiones, cuyo nivel de cambio fue de 0.42, estadisticamente significativo (Strazizar et
al., 2014).

Algunos estudios se han centrado en el papel del componente genético en la edad de
inicio de la esquizofrenia. Una investigacion realizada con muestras de poblaciones de
México y Centroamérica, obtuvo una heredabilidad de 0.33 para la edad de inicio de psicosis
en individuos con esquizofrenia (Hare et al., 2010). Un estudio del ligamiento de todo el
genoma, obtuvo puntaje sugerente de ligamiento de un marcador localizado en el cromosoma
17q, aungue no alcanzé significancia estadistica (Cardno et al. 2001). También se han
estudiado polimorfismos, como en el caso del gen de la subunidad integrina- B3 (ITGB3), ya
que ciertas variantes muestran asociacion con la edad de inicio de la esquizofrenia (Wang et
al., 2013). En el gen NOTCH4, el alelo T del polimorfismo T-25C, se relaciona con edad de
inicio méas temprana en hombres que presentan la enfermedad (Anttila et al., 2003). En el gen
MTHFR, el genotipo TT del C677T disminuye significativamente la edad de inicio en
comparacion con CT, aunque ningun alelo se asocia a una edad mas temprana en
esquizofrenia (El-Hadidy, Abdeen, EI-Aziz & Al-Harrass, 2014).

En el caso de miR-137, estudios han encontrado variantes que se asocian con la edad
de inicio de la esquizofrenia, como el SNP rs1625579 (Lett et al., 2013). Aungue también se
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estudio este SNP en nuestra poblacion y su asociacion con la esquizofrenia (Bolafios &
Chavarria-Soley, datos no publicados), la baja frecuencia de unos de los dos genotipos
obtenidos, dificulta el anlisis con edad de inicio. En la presente investigacion, al analizar el
VNTR de miR-137, no se encontro diferencias en la edad de inicio de la esquizofrenia segln
el genotipo de la variante. Sin embargo, se nota un patron en esta muestra ya que a mayor
numero de repeticiones en el genotipo, es menor la edad de inicio promedio de la
esquizofrenia. Un estudio similar realizado con muestras de una poblacion de China, obtuvo
que en aquellos individuos sin nimero de copias de esa secuencia de 15pb (al cual designaron
como genotipo silvestre), la edad de inicio de la enfermedad es mayor que en sujetos que

presentan diferentes nimeros de repeticiones del VNTR (Wang et al., 2014).

Para futuros estudios, se recomienda aumentar el tamafio de la muestra para
determinar si se mantiene la diferencia en la edad de inicio entre sexos. También, incluir la
edad de inicio como variable en investigaciones de epidemiologia genética de todo el genoma
es importante ya que como se menciond anteriormente, tiene un componente genético y
podria reflejar subtipos de la enfermedad, junto a la combinacion de factores ambientales y
de desarrollo, constituyendo una caracteristica importante en la enfermedad que podria ser
modulada por variantes en genes modificadores. EI contar con una mayor muestra permitiria
detectar la presencia de otros alelos en Costa Rica o si varian las frecuencias de los ya
identificados. Ademas, seria interesante determinar con un mayor nimero de individuos
afectados, si la tendencia no significativa que se observa a una reduccién en la edad promedio
de la esquizofrenia conforme aumenta el nimero de repeticiones del VNTR puede llegar a
ser significativa. A futuro seria ademas deseable, incluir individuos control para analizar si
las frecuencias alélicas obtenidas, corresponden al patron de la poblacion general.
Finalmente, realizar estudios celulares variando el niUmero de repeticiones permitiria ademas

identificar el grado de afectacion de la variante al procesamiento y expresion de miR-137.
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En conclusion, la edad de inicio de la esquizofrenia es mas temprana en hombres para
esta muestra del Valle Central de Costa Rica. Se encontraron dos alelos para el VNTR de
miR-137, siendo el més frecuente el alelo 3, lo cual es consistente con la mayoria de estudios
realizados en el mundo. Aunque no se encontré efecto de genotipo del VNTR sobre la edad
de inicio promedio de la esquizofrenia, ésta continlia siendo un componente considerable en
la etiologia de la esquizofrenia. A pesar de no encontrar asociacion, se observa una tendencia
a disminuir la edad de inicio de la enfermedad en presencia del alelo 4, por lo que se requiere
mas investigacion sobre las variantes de miR-137 para determinar si juegan un papel en el
desarrollo de la esquizofrenia, particularmente porque este microARN regula procesos

fundamentales en el sistema nervioso.
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