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SUMMARY

Schizophrenia is a severe psychiatric disorder, characterized by a heterogeneous clinical
presentation with a marked variability along the course of the illness and between

subjects.

The most accepted etiopathological model proposes the schizophrenia as a
neurodevelopmental disorder, resulting from the joint interaction of multiple
environmental and genetics factors of a small size effect, with an overall estimated
heritability of 60-80%. In the last decade, the characterization of the genetic bases of
schizophrenia has evolved through the study of endophenotypes. The most studied
endophenotypes in schizophrenia (e.g., neurocognitive function and brain morphology)
have been suggested to be mediated by genes implicated in neurodevelopment

Processcs.

Among those genes implicated in neurodevelopment pathways, Disrupted-in-
Schizophrenia 1 (DISCI) stands out due to its relevance in the disorder. The biological
function of the DISCI is not completely understood. However, there is strong evidence
showing that DISC1 interacts with a range of proteins forming the DISC1-Interactome.
Through its interactions with these proteins, DISC1 gets involved in neurodevelopment
and neuronal signalling processes. Currently there is substantial evidence supporting
DISCI as one of the main candidate genes for schizophrenia. Moreover, variations in
several DISC1 polymorphisms have been associated in schizophrenic patients to brain
structure abnormalities, altered brain activation when performing cognitive tasks,
cognitive impairment, and lately to clinical severity. However, there is a lack of studies
on the effect of DISCI on the longitudinal changes in these endophenotypes, and on

first-episode samples.

The aim of this thesis was to explore the possible effect of changes in three DISCI gene
polymorphisms (rs821616, rs1000731, and rs6675281) on non-affective psychosis and
its endophenotypes (clinical presentation and response, brain structure, and cognition),
both transversely and after three years of treatment, in a well-characterized sample of

patients with a first episode of psychosis, which were drug-naive.
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Two hundred and twenty-six Caucasian drug-naive patients experiencing a first episode
of non-affective psychosis were genotyped for rs821616 (Ser704Cys), rs6675281
(Leu607Phe) and rs1000731 SNPs of the DISC1 gene. The clinical severity of the
illness was assessed using BPRS, SAPS and SANS scales at baseline and after 6 weeks
of initiating the treatment. Likewise, neurocognitive examinations and brain MRIs
(cortical thickness —CT—) were carried out at baseline and 3 years after initiating the
treatment. Other clinical and socio-demographic variables were recorded to eliminate
potential confounding effects. A control group of healthy subjects (n=303) was
recruited by public advertising.

Our results failed to show an association between the DISCI polymorphisms studied
and risk of suffering from psychosis. However, we found that the patients homozygous
for the Ser allele of the Ser704Cys had significantly higher rates at the positive

symptoms dimension and hallucinations item, compared to Cys carriers.

When studying the relation between DISC/ and the endophenotype neurocognition we
observed that the patients carrying the A allele of rs1000731 exhibited a significant
improvement in Working Memory and Attention domains, while the patients
homozygous for the A allele of rs821616 showed a significant improvement in Motor

Dexterity performance over 3 years of follow-up.

The examination of the effect of DISCI variations on cortical thickness showed that
those patients homozygous for the Leu allele of the rs6675281 SNP had a significant
descend in cortical thickness (CT) over the 3-years period, while those carrying the Phe
allele presented an increase in CT. When combining the two SNPs we found a synergic
effect on CT progression, presenting those patients homozygous for Leu607+Ser704 a

more pronounced cortical thinning.

And finally, when studying the possible effect of DISCI polymorphisms on treatment
response we found that those patients homozygous for the G allele of rs1000731 were
more frequently non-responders, measured with SANS after 6 weeks of treatment.
When analyzing the clinical improvement longitudinally, we observed that those
patients carrying the A allele for the rs1000731 presented a greater improvement in

positive symptoms dimension.
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In summary, we found DISCI gene polymorphisms associated with differences at the
first break of the illness, in symptoms” severity and cognitive function. Moreover, we
observed an effect on treatment response after 6 weeks of treatment. When analysing
the longitudinal course of the illness, we observed that the DISC/ polymorphisms were
associated to differences in the course of cognitive deficits and in the rate of cortical
thinning after 3 years of treatment. Most of these results, obtained in the publications
included in this thesis, are in line with those previously described, supporting the
hypothesis that the DISCI gene, perhaps through its effect on neurodevelopmental

processes, has an implication in the pathophysiology of non-affective psychosis.
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Introduccion

1.1. Laesquizofrenia

1.1.1. Aspectos conceptuales y clinicos de la esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico notablemente heterogéneo que, incluido
dentro del grupo de las psicosis, presenta como nucleo central la pérdida de contacto
con la realidad, junto al que se da una psicopatologia extremadamente problematica y
muy variable, que afecta a la cognicion, las emociones, la percepcion y otros aspectos
del comportamiento (Sadock y Sadock, 2009). La expresion de estas alteraciones es
diferente en cada paciente y varia con el tiempo manifestindose habitualmente a través
de alucinaciones, creencias delirantes, sintomas negativos y deficitarios,

desorganizacion de la conducta y del pensamiento y disfuncién social.

Mientras que su prevalencia-aiio se situa en torno al 0,5%, el riesgo de presentar
esquizofrenia a lo largo de la vida afecta a cerca del 1% de la poblacién (Saha et al.,
2005). A su vez la incidencia anual de la psicosis varia entre un 7 y un 20,1 por cada
100.000 habitantes en funcion de si medimos los primeros episodios de esquizofrenia en
sentido estricto, o de forma mas amplia los primeros episodios de psicosis no afectiva
(Baldwin et al., 2005). En los estudios realizados por nuestro equipo, sobre la incidencia
de primeros episodios de psicosis no afectivas en la poblacion en edad de riesgo de
Cantabria, se encontr6 una incidencia anual del 1,38 por 100.000 (Pelayo-Teran et al.,
2008). Se ha visto también, por ejemplo en los meta-analisis realizados por Aleman y
colaboradores (2003) y por McGrath y colaboradores (2004), que los varones tienen una
mayor probabilidad de desarrollar esquizofrenia a lo largo de la vida, con un riesgo
relativo de 1,4 frente a las mujeres, hecho que también fue confirmado por nosotros en
Cantabria donde se encontr6 un riesgo relativo del 1,6 (Pelayo-Teran et al., 2008). Es
mas, la ratio varon mujer en el riesgo de padecer esquizofrenia se incrementa conforme
se establecen criterios mas restrictivos para el diagnostico de esquizofrenia (Beauchamp
y Gagnon, 2004; Tandon et al., 2008). Finalmente decir que, como se evidencia en
distintos meta-analisis, los datos de la literatura revelan de manera inequivoca que
existe una asociaciéon muy significativa entre una serie de variables sociales que, como

la emigracion o la residencia en zonas urbanas, estan potencialmente vinculadas a
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factores psicoldgicos, sociales y bioldgicos negativos generadores de estrés y
desintegracion social, y el riesgo de desarrollar esquizofrenia (McGrath et al., 2004;

Cantor-Graae y Selten, 2005; van Os et al., 2010).

Los primeros sintomas del trastorno suelen aparecer en la edad adulta temprana,
normalmente coincidiendo con una etapa importante para el definitivo desarrollo
personal del individuo. Asi, la edad de presentacion suele situarse entre los 15 y los 35
afios (50% por debajo de los 25 afios), siendo infrecuente después de los 40 afios (Saha
et al., 2005). Numerosos estudios, entre los que se encuentra el realizado por nosotros
en Cantabria, han demostrado que en los varones la esquizofrenia aparece entre 3 y 5
afos antes que en las mujeres (Pelayo-Teran et al., 2008), hecho que parece asociarse a
un mejor ajuste social y familiar, asi como a un curso evolutivo mas favorable, en dicho

sexo (Aleman et al., 2003, McGrath et al., 2004; Atalay y Atalay, 2000).

Histéricamente las psicosis, y de manera especial la esquizofrenia, han sido descritas
como trastornos caracterizados por un curso crénico, y en el que eran frecuentes las
recaidas y la tendencia a desarrollar resistencia al tratamiento y notables déficits en el
funcionamiento tanto psiquico como social. Este punto de vista quedoé reflejado en una
amplia serie de estudios en los que se demostrd que presentaban un curso evolutivo
caracterizado por la baja proporcion (20-50%) de pacientes que experimentaban una
recuperacion o mejoria significativa. Este hecho fue confirmado de manera mas
categorica en un exhaustivo meta-analisis de toda la literatura del siglo veinte sobre el
outcome y en el que se demostré que tan solo un 40% de los pacientes habian
experimentado mejoria después de 5-6 afios de seguimiento (Hegarty et al., 1994). Sin
embargo, este negativo punto de vista ha sido mas recientemente revisado en el meta-
analisis desarrollado por Menezes y colaboradores (2006) en el que, analizando los
estudios desarrollados sobre muestras de primeros episodios de psicosis, se evidencia
que la presencia de un curso evolutivo malo se daba en tan solo el 27,1% de los
pacientes, presentando por el contrario el 42,2% de ellos un buen outcome. Sin embargo
y pese a esta vision mas optimista reflejada en la literatura reciente sobre el outcome de
la esquizofrenia, todavia persiste en ella una tendencia a presentar un curso evolutivo
cronico y recidivante con claros déficits en el funcionamiento psico-social. Como
consecuencia de ello esta enfermedad causa un alto grado de discapacidad (Ertugrul y
Ulug, 2002), siendo considerada globalmente como la tercera causa de discapacidad en

un estudio internacional multicéntrico (Ustun et al., 1999) y una de las mas importantes
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segun la OMS (WHO World Health Report, 2001). Asi, la esquizofrenia es responsable
del 1,1% de los DALYs y del 2,8% de los YLDs (Murray y Lopez, 1996; Rossler et al.,
2005). Ademas, se sabe que también las familias de las personas afectadas por dicha

enfermedad sufren una considerable sobrecarga a causa de los sintomas de la

enfermedad (Schulze y Rossler, 2005).

Junto a estas consecuencias devastadoras para los pacientes y sus familias, la
esquizofrenia produce ademas un importante coste para la comunidad. Asi, en su
revision de la literatura sobre los costes de la esquizofrenia, Knapp y colaboradores
(2004) muestran la importante carga que supone la enfermedad, tanto a través de los
costes directos como de los indirectos, aunque siendo estos ultimos los principales
responsables de este elevado gasto (Wu et al., 2005, Andlin-Sobocki y Rossler, 2005).
Se estima que dichos gastos podrian alcanzar hasta un 2% del PIB en paises
occidentales (Black y Andreasen, 1999). De la misma forma, esta enfermedad produce
un alto coste en Espafia, donde los factores que determinan su alto coste son similares a

los encontrados en estudios realizados en otros paises (Vazquez-Polo et al., 2005).

1.1.2. Etiopatogenia de la esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno cerebral de naturaleza multifactorial en el que se
combinan de manera extremadamente compleja factores ambientales y la accién
conjunta de maultiples genes (Greenwood et al., 2007; Gratten et al., 2014). A través de
la realizacion de estudios con gemelos y de asociacion se ha estimado una heredabilidad
del trastorno situada entre el 60% y el 80% (Sullivan et al., 2003), lo cual evidencia que
si bien el impacto de la carga genética en su origen es esencial no deja también de ser
relevante el influjo de los factores ambientales. En el mismo sentido Ripke y
colaboradores (2013), en un reciente estudio del genoma completo (GWAS), han
estimado que en la esquizofrenia 8.300 polimorfismos de nucledtido simple (SNPs)
contribuyen a un riesgo conjunto del 32%, sugiriendo también que los factores
ambientales interactuando con el background genético contribuyen a la fisiopatologia de
la esquizofrenia, y confirmando asi el punto de vista expresado por otros autores

(Manolio et al., 2009, Schmitt et al., 2014).
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Estos hechos resultan coherentes con el modelo etiopatogénico mas aceptado hoy en dia
que propone la esquizofrenia como un trastorno del neurodesarrollo resultado de la
interaccion de multiples factores ambientales y genéticos con efectos de pequefio
tamafo (Harrison y Weinberger, 2005). La relevancia y naturaleza de la interaccion gen
ambiente en el origen de la esquizofrenia queda claramente ejemplarizada en la Figura
1, procedente del trabajo de Schmitt y colaboradores (2014), en la que se describen de
manera grafica tanto el riesgo de heredabilidad para distintos niveles de parentesco

como la contribucion de distintos factores ambientales en dicho riesgo.

Figura 1. Interaccion factores genéticos y ambientales en el riesgo de esquizofrenia*

= Environmental risk factors

Birth and obstetric complications
History of infection at 60% Lifetime risk
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-}
=}

~
=]
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Lifetime risk of developing schizophrenia (%)

40
30
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10 -
0
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twins twins population

*Reproducida de Schmitt et al., 2014, con autorizacion.

La formulacion inicial de la hipotesis del neurodesarrollo por Murray y Lewis (1987) y
por Weinberger (1987) se basé en tres lineas fundamentales de evidencia. Primera, que
existia una clara asociacion entre el desarrollo de esquizofrenia y la presencia de
afectaciones o “impactos” prenatales y perinatales; segunda, que en aquellos nifios que
posteriormente iban a desarrollar la enfermedad se daba un numero excesivo de
marcadores de afectacion neuromotora, déficits fisicos y cognitivos y alteraciones del
desarrollo; y tercera, que los estudios de neuroimagen demostraban que al inicio de la

enfermedad se daban ya alteraciones estructurales del cerebro. Desde entonces
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numerosos estudios han confirmado la relevancia de estas lineas de evidencia
clarificando la naturaleza de los factores de riesgo pre-y-perinatal, asi como de los

factores premoérbidos de riesgo (Rapoport et al., 2005; Howes y Murray, 2014).

Desde el punto de vista de los factores de riesgo pre y peri-natal existe en el momento
actual, como se evidencia en distintos meta-analisis, una amplia serie de datos
demostrando la asociacion entre las complicaciones obstétricas y el incremento del
riesgo de desarrollar esquizofrenia. Asi, se ha visto que la odds ratio acumulada del
efecto de la exposicion a complicaciones obstétricas en el ulterior desarrollo de
esquizofrenia se sitlia en torno al 2,0 (IC 95%: 1,6-2,4) (Geddes et al., 1999; Cannon et
al., 2002). Aunque dichas complicaciones parecen tener un efecto causal directo existe
también la posibilidad de que sean meros marcadores de procesos causales o
mecanismos bioldgicos subyacentes. Tal seria, por ejemplo, la presencia de una
respuesta inmunologica materna alterada en el caso de la asociacion de esquizofrenia y
la presencia de infecciones virales en el embarazo (Brown et al., 2004; Rapoport et al.,
2005). Finalmente, en relacion con estos factores de riesgo existe una creciente
evidencia de que interactiian en dichos pacientes con las alteraciones neurocerebrales y

con los factores genéticos (Rapoport et al., 2005).

La presencia de factores premorbidos de riesgo, en pacientes afectos de esquizofrenia ha
sido confirmada a través, por ejemplo, de estudios retrospectivos de cohortes y
poblacionales (Cannon et al., 2002). Dichos factores abarcan desde las alteraciones
motoras y los déficits en el desarrollo neuropsicologico y social hasta las
manifestaciones psicopatologicas premorbidas (Cannon et al., 2002; Rapoport et al.,

2005; Howes y Murray, 2014).

Finalmente, en relacion con la presencia de alteraciones neuroanatomicas en el cerebro
con anterioridad al desarrollo de la esquizofrenia lo cierto es que existe ya una amplia
evidencia, demostrada en distintos meta-analisis, de que la enfermedad se asocia a
alteraciones anatomicas cerebrales, como es el caso del incremento del volumen de los
ventriculos laterales, o la disminuciéon del volumen de la corteza cerebral, del
hipocampo, del tdlamo y del 16bulo frontal (Wright et al., 2000; Konick y Friedman,
2001; Davidson y Heinrichs, 2003). Dichas alteraciones han sido también confirmadas
por Pantelis y colaboradores (2003) quienes examinando, en un mismo grupo de

pacientes con un primer episodio psicotico, la existencia de alteraciones estructurales
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cerebrales antes y después del desarrollo de la psicosis han demostrado que la transicion
a la psicosis se asociaba a una reduccion bilateral significativa de la circunvolucion
cingulada, asi como del cortex orbitofrontal. Incluso en pacientes catalogados como de
“alto riesgo para desarrollar psicosis” se ha detectado, al ser comparados con un grupo
control, una disminucion de la substancia gris en las regiones prefrontales e
hipocampales del cerebro, siendo dicha disminucion todavia mas marcada en el sub-
grupo que posteriormente desarrollo una psicosis (Witthaus et al., 2009; Wood et al.,

2010).

La teoria del “doble impacto”, desarrollada por Knudson en 1971 para explicar el
origen de una enfermedad multifactorial como el céncer y el papel de los supresores
tumorales, tiene especial aplicacion para integrar en una explicacion etioldgica de la
esquizofrenia el modelo del neurodesarrollo con las complejidades de sus bases
genéticas y ambientales (Knudson, 1971). En dicha teoria, las alteraciones tempranas
que se dan a nivel bioldgico fruto de los insultos pre y peri natales, catalogados como
“primer impacto”, generarian una alteracion en el desarrollo temprano del sistema
nervioso, a través de provocar alteraciones en la morfogénesis y diferenciacion del
cerebro, y en los pathways o rutas de sefialamiento celular. Dichas alteraciones
tempranas producirian una especial vulnerabilidad a largo plazo para el “segundo
impacto” que, dandose en la adolescencia, coincidiendo con un periodo critico del
desarrollo cerebral, generaria ya las manifestaciones psicopatologicas (Maynard et al.,
2001; Schmitt et al., 2014). Los mecanismos a través de los que este “segundo
impacto” interfiere con la estructura cerebral tiene que ver con un incremento
patologico de la “poda sindptica” (synaptic pruning ) con eliminacion excesiva de
sinapsis, asi como con una pérdida de plasticidad neuronal (Maynard et al., 2001;
Schmitt et al., 2014) (ver Figura 2). Nos permite asi esta teoria entender la presencia de
alteraciones anatdémicas y funcionales en el cerebro de personas que posteriormente
desarrollaran la esquizofrenia, pero también que se de en ellas un determinado patron de
cambios progresivos en la estructura y funcionamiento cerebral, con posterioridad al

desarrollo del trastorno (Rapoport et al., 2005).
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Figura 2. Modelo del neurodesarrollo de la esquizofrenia*
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a. El desarrollo cortical normal implica proliferacion, migracion, arborizacion (formacioén de circuitos) y
mielinizacion, ocurriendo los dos primeros procesos principalmente durante la etapa prenatal, y los dos
ultimos continuando a lo largo de las 2 primeras décadas de vida. Se cree que la combinacion de los
efectos del pruning del arbol neuronal y de la deposicion de mielina es la causa de la reduccidn progresiva
de volumen de sustancia gris observado en estudios longitudinales de neuroimagen. b. La trayectoria en
nifios desarrollando esquizofrenia podria incluir una reduccion en la elaboracion de vias inhibitorias y un
aumento del pruning de vias excitatorias llevando a una alteracion del equilibrio excitatorio-inhibidor en
el cortex prefrontal. Una reducida mielinizacion podria alterar la conectividad. * Reproducida de Insel,
2010, con autorizacion.

La relevancia de la teoria del neurodesarrollo radica en que permite ademas integrar en
ella la presencia de alteraciones en los neurotransmisores y los fundamentos genéticos.
Se ha demostrado, por ejemplo, que los dafos pre y perinatales que se dan en la fase del
neurodesarrollo conllevan también cambios a nivel de neurotransmisores, como es el
caso por ejemplo de los neurotransmisores dopaminérgicos, cuya presencia se ve

alterada en distintas regiones cerebrales (Howes y Murray, 2014). A su vez, un alto
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numero de genes de susceptibilidad para la esquizofrenia parecen estar implicados en
estos procesos. Entre aquellos sobre los que existe una mayor evidencia relativa a su
efecto, se encuentran la neuroregulina, la disbindina, CF4, mirl37, neuroxin I y de
manera especial el DISCI (Rapoport et al., 2012; Howes y Murray, 2014). La evidencia
preclinica parece indicar que variaciones en genes como el DISCI impactan sobre el
sistema dopaminérgico alterandolo (Niwa et al., 2010). De manera similar también se ha
detectado que alteraciones de la neuroregulina y la disbindina afectan dicho sistema
(Kato et al., 2011; Papaleo et al., 2012). Todo lo cual nos permite postular como posible
via de mecanismo causal la combinacion de dichos genes de susceptibilidad con

alteraciones en el neurodesarrollo y disfunciones dopaminérgicas.

Hasta aqui nos hemos centrado en la hipdtesis del neurodesarrollo. No obstante,
distintos estudios han demostrado la presencia de procesos degenerativos evidenciados,
por ejemplo, a través de una pérdida progresiva de masa neuronal a lo largo del tiempo
en pacientes que han desarrollado esquizofrenia (Chiaponi et al., 2013). Asi, por
ejemplo, en el metaanalisis elaborado por Shenton y colaboradores (2001) se demostrd
la existencia, en estos pacientes, de diferencias volumétricas en areas cerebrales, como
el hipocampo o los ganglios basales, a lo largo del curso evolutivo de la enfermedad. En
el mismo sentido estudios mas recientes, sobre todo en primeros episodios de psicosis,
han demostrado la presencia de cambios estructurales progresivos en los pacientes con

esquizofrenia (Olabi et al., 2011; Andreasen et al., 2011).

El origen de dicho proceso degenerativo podria deberse, por ejemplo, a un posible
“efecto toxico” de la enfermedad o a procesos de pérdida y/o afectacion funcional
neuronal derivados de la presencia a lo largo del curso de la enfermedad de factores
ambientales negativos como pueden ser el consumo de substancias ilegales, o el propio
tratamiento farmacoldgico. Existe en el momento actual evidencia de que dichos
mecanismos patdgenos interferirian en los procesos de mielinizacion con el resultado de
generar una pérdida de substancia blanca y también provocarian una disminucion de la
substancia gris, a través de la reduccion de la formacion de sinapsis inhibitorias asi
como de un acortamiento excesivo de las sinapsis excitatorias (Andreasen et al., 2011;
Bartzoskis et al., 2011). Otros mecanismos que se han planteado como responsables de
dicho proceso degenerativo presente a lo largo del curso de la enfermedad, serian los
relacionados con una pérdida progresiva de los procesos de plasticidad neuronal

derivada del efecto toxico de dichos factores (Glantz et al., 2006; Andreasen et al.,
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2011). También se postula como mecanismo causal para los procesos de
neurodegeneracion el basado en las alteraciones en los neurotransmisores. Asi, se ha
visto que la dopamina se encuentra también involucrada en los procesos de
proliferacion, migraciéon y poda neuronal, como también lo hace en los procesos de

estrés oxidativo y excitotoxicidad que causa la neurodegeneracion (Glanzt et al., 2006).

Aunque con frecuencia la teoria de la neurodegeneracion ha sido vista como
contrapuesta a la del neurodesarrollo, lo cierto es que ambas pueden actuar como
complementarias superponiéndose a lo largo del curso evolutivo, idea que por lo demas
seria coherente con la teoria del “doble impacto” mencionada. Apoyo a esta hipdtesis lo
tenemos en el trabajo de Bose y colaboradores (2009) en el que, comparando pacientes
con esquizofrenia y controles sanos, obtienen datos consistentes con una reduccidén
inicial premodrbida del volumen de substancia gris (posiblemente secundaria a una
anormalidad en el neurodesarrollo), que se acompaina de una acelerada e intensa
reduccion de substancia blanca conforme progresa la enfermedad. Se evidencia asi, en
el curso evolutivo de la esquizofrenia, la presencia de un proceso neurodegenerativo
que, combindndose con una alteracion del neurodesarrollo, sigue una distinta trayectoria
para la substancia blanca y la substancia gris. Se podria postular como mecanismo
explicativo de esta concatenacién y superposicion de procesos de neurodesarrollo y
neurodegeneracion que es posible que, en combinacion con los efectos toxicos de la
enfermedad y el ambiente, la propia alteracion del neurodesarrollo se manifieste de
forma progresiva no solo en la fase pre y peri-natal sino también todo a lo largo del
ulterior curso evolutivo de la enfermedad, afectando de distinta manera a la substancias
gris y blanca (Nour y Howes, 2015). Es esta una teoria que, aunque plausible, queda

pendiente de ser contrastada en estudios posteriores.

1.1.3. Formulacion del concepto de endofenotipo en su aplicacion al estudio

de la causalidad genética de la esquizofrenia

A pesar de los avances ocurridos en el campo de la genética, expresados por ejemplo en
la exitosa caracterizacién del genoma humano y en la masiva presencia de estudios de
ligamento y de asociacion, se ha obtenido un éxito muy limitado en la identificacion de

genes o estructuras genéticas causales para el desarrollo de la esquizofrenia, tanto como
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entidad global como categorizada a través de los diagnosticos tradicionales. Las razones
para esta falta de éxito se deben: en primer lugar, a la inherente complejidad de la
enfermedad, caracterizada por su naturaleza multifactorial y poligénica; en segundo
término, a la relativa falta de fiabilidad y replicabilidad de los sistemas de evaluacion; y
por ultimo, a la imprecision de los actuales sistemas de clasificacion. Este ultimo
aspecto es especialmente relevante en la medida en que, como plantean Gottesman y
Gould (2003), el sistema de diagnodstico y clasificacion psiquidtrico actual, basado en la
identificacion e integracion “por consenso” de estructuras sintomatoldgicas y
sindromicas y no en marcadores objetivos de naturaleza contrastable como los
bioldgicos, no parece suficientemente valido para el estudio de la compleja causalidad
genética de trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia. En linea con este
planteamiento recientemente el NIMH americano ha propuesto la sustitucion, para la
investigacion de aspectos complejos de las enfermedades psiquiatricas, del sistema
tradicional de clasificacion por el Reseach Domain Criteria (RDoC)  que pretende
catalogar la enfermedad mediante categorizaciones taxondmicas dimensionales del
funcionamiento que integren datos de la neurociencia con aspectos genéticos y

conductuales (Insel y col., 2010).

De manera coherente con la propuesta de aplicacion de los RDoC, en los ultimos
tiempos, una serie de estrategias han sido adoptadas, con mayor o menor €xito, para
intentar resolver esta problematica. La primera, radica en sustituir el estudio de las bases
genéticas de la enfermedad definida por su diagnéstico clinico, por el estudio de
categorias sindromicas mas limitadas o incluso de sintomas psicoticos aislados. Tal es,
por ejemplo, el caso de las alucinaciones (Sanjuan, 2006), los trastornos del lenguaje
(Tolosa y col., 2010), el aislamiento emocional (Haram et al., 2015), el sindrome
deficitario (Pelka-Wysieka et al., 2013), o los sintomas negativos y desorganizados
(Fanous et al., 2012). En el mismo sentido se podrian enmarcar, como mas adelante
veremos, el estudio de las bases genéticas de aspectos clave de la enfermedad como son
los de su presentacion clinica y respuesta terapéutica. Sin embargo la estrategia que esta
resultando mas prometedora es la de la aplicacion a la enfermedad mental por
Gottesman y Shields (1972) del concepto de endofenotipo desarrollado originalmente
por John y Lewis (1966) para el estudio de las caracteristicas biologicas de los insectos.

Desde entonces el estudio de las bases genéticas de la esquizofrenia a través de sus
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endofenotipos ha mostrado ser muy util para la caracterizacién de genes candidatos

(Cannon, 2005).

Los endofenotipos son biomarcadores medibles que correlacionan con la enfermedad
debido a influencias genéticas subyacentes compartidas. Conviene que clarifiquemos
aqui desde un punto de vista conceptual la diferenciacion entre el concepto de
biomarcador y el de endofenotipo. Como indica Lenzeweger (2013), la presencia de los
criterios de heredabilidad y cosegregacion diferencian el endofenotipo de un
biomarcador, que puede ser cualquier caracteristica bioldgica que estd influenciada por
la salud, la enfermedad o un factor exdgeno. Asi, los endofenotipos son en realidad un
subconjunto de biomarcadores que se caracterizan por estar influenciados por el mismo
factor genético que confiere el riesgo para la enfermedad. De esta forma, los
endofenotipos pueden mejorar nuestra capacidad para detectar genes con un efecto
sobre el riesgo de presentar la enfermedad o sobre las caracteristicas de la enfermedad.
Esto se debe principalmente a que son constructos genéticamente mas sencillos que la
enfermedad, que estan en una posicion mas cercana al nivel de accion del gen y poseen
un mayor tamafio de efecto genético o aportan un poder estadistico extra gracias a su
capacidad para clasificar a los individuos cuantitativamente dentro de categorias
diagnosticas (Glahn et al, 2014). Ademas los endofenotipos aportan un mayor

conocimiento de los mecanismos que subyacen a la enfermedad.

Segun Gottesman y Gould (2003) para que un rasgo de la enfermedad sea considerado
como endofenotipo debe cumplir las siguientes premisas: 1. Estar asociado a la
enfermedad en la poblacion; 2. Ser heredable; 3. Ser estado-independiente (debe
manifestarse independientemente de que la enfermedad esté activa o no); 4. Co-segregar
con la enfermedad en los familiares; y 5. Que el endofenotipo se encuentre en familiares

no afectos en una proporcion mayor que en la poblacién general.

En psiquiatria se han acometido una amplia serie de intentos para identificar y
desarrollar endofenotipos candidatos que retinan las condiciones previamente sefialadas
para su delimitacion y que ademas posean un alto nivel de fiabilidad y validez. En
relacion con esto, es de resefar el reciente intento de Glahn y colaboradores (2012) de
desarrollar de manera empirica un método para ordenar jerarquicamente endofenotipos
candidatos basandose en el grado de similitud genética con la enfermedad objeto de

estudio. A través de dicho método es posible adjudicar a cada endofenotipo candidato
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un valor de rango, que facilita los estudios comparativos (Endophenotype Ranking
Value -ERV-). Valor que puede ser aplicado tanto a un diagndstico especifico como a
cualquier rasgo de la enfermedad, potencialmente relevante. Entre los endofenotipos
identificados para la esquizofrenia sobre los que existe un mayor consenso en la
literatura acerca de su relevancia se encuentran los déficits cognitivos y las alteraciones
estructurales cerebrales (Cannon y Keller, 2006). Asi, se ha demostrado que, por
ejemplo, el funcionamiento neurocognitivo (y cuando estd presente, el déficit
neurocognitivo) es un fenotipo con una marcada influencia genética a lo largo de toda la
vida tanto en individuos sanos (Deary et al., 2012; Plomin y Deary, 2015) como en
pacientes con un trastorno psicotico (Bilder et al., 2011; McIntosh et al., 2013).
Respecto a los endofenotipos morfoldgicos cerebrales, estudios multicéntricos recientes,
como los desarrollados por el consorcio ENIGMA, estan aportando una robusta
evidencia sobre los factores genéticos que subyacen a las diferencias estructurales
cerebrales en la esquizofrenia (Thomson et al., 2014). En este sentido, Panizzon y
colaboradores (2009) encontraron, en un estudio realizado en gemelos, que ciertas
medidas cerebrales, como la superficie y el grosor de la corteza cerebral, son también
altamente heredables. Y Hariri y Weinberger (2003), en su estudio resumen toda la

evidencia hallada en estudios de gendmica de la neuroimagen funcional.

1.1.4. Estudio de las bases genéticas de endofenotipos y rasgos clinicos de la

esquizofrenia

A continuacion analizaremos las bases genéticas de algunos aspectos clinicos clave de
la esquizofrenia, asi como aquellos endofenotipos sobre los que existe en la literatura un
amplio consenso sobre su utilidad para profundizar en el conocimiento de dicho

trastorno.

1.1.4.1. Presentacion clinica

Una de las principales caracteristicas de la esquizofrenia es la notable variabilidad de su
presentacion clinica, no solo entre individuos sino también a lo largo de la evolucion de

la enfermedad en cada paciente. Asi, vemos como la presentaciéon clinica de la
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esquizofrenia en el debut de la enfermedad, su curso y evolucion, e incluso su outcome,
son marcadamente variables. Mientras la mayoria de los pacientes se recuperaran de la
fase aguda inicial, tan solo el 14-20% lo hardn completamente. Otros pacientes
mejoraran pero presentaran episodios recurrentes o recaidas, o sintomatologia crénica o

déficits funcionales (Davidson y McGlashan, 1997; Huber, 1997).

Esta variabilidad en la presentacion clinica es dependiente de diversos procesos, tanto a
nivel ambiental como de factores biologicos. Los factores mas observables que afectan
a la variabilidad clinica son de tipo ambiental, como por ejemplo la adherencia al
tratamiento o el consumo de toéxicos. Sin embargo, estudios recientes aportaron
evidencias sobre el efecto de diferentes genes sobre la presentacion clinica o su
progresion, sugiriendo que diversos factores genéticos contribuyen de forma conjunta a
la existencia de estas diferencias individuales sobre la presentacion clinica, curso y

progresion (Fanous and Kendler, 2008).

1.1.4.2. Respuesta clinica

Las personas diagnosticadas de esquizofrenia presentan una importante variabilidad en
la respuesta terapéutica al tratamiento antipsicotico (Kane, 1999). A pesar de la
disponibilidad en la practica clinica de una amplia variedad de fArmacos antipsicéticos,
asi como de diversas estrategias de optimizacion y potenciacion terapéutica, alrededor
del 20-33% de los pacientes responden mal al tratamiento, pudiendo incluso ser
clasificada su enfermedad como resistente al tratamiento. Esta heterogeneidad en la
respuesta terapéutica estd influenciada, al igual que en el caso de la presentacion clinica,
por diversos factores, tanto bioldgicos como ambientales. La edad, el sexo, la raza, los
factores genéticos, el consumo de téxicos, determinadas condiciones sociales y la
comorbilidad, son algunos de ellos (Tandom et al., 2010). Aunque no es abundante,
existe actualmente evidencia cientifica sobre la heredabilidad de la respuesta a

farmacos antipsicoticos (Mata et al., 2001; Emsley et al., 2002).

Dada esta significativa variabilidad inter-individual, y el limitado éxito en la busqueda
de otros factores bioldgicos que puedan predecir la respuesta terapéutica, en los ultimos
afios se han llevado a cabo estudios de farmacogenética que han aportado creciente

evidencia cientifica acerca de la implicacion de polimorfismos de genes, principalmente
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de las vias serotoninérgicas y dopaminérgicas en las variaciones de la respuesta
terapéutica (Malhotra et al., 2004; Vazquez-Bourgon et al., 2010; Blanc et al., 2010;
Brandl et al., 2014). Se ha propuesto asi, que esta variabilidad individual en la respuesta
a farmacos antipsicéticos, en pacientes con esquizofrenia, podria estar relacionada con
diferencias genéticas en diversos genes implicados en procesos de neurotransmision

(Arranz y de Leon, 2007).

El fenotipo més comtinmente estudiado en farmacogenética, debido a su mayor validez
y fiabilidad, es el de respuesta temprana, en el cual la eficacia es evaluada en base a
cambios clinicos en periodos que van de 3 semanas a unos pocos meses (Malhotra et al.,

2004).

1.1.4.3.  Déficit neurocognitivo en esquizofrenia

El déficit neurocognitivo es muy comun en la esquizofrenia siendo uno de los elementos
clinicos centrales de la enfermedad (Heaton et al., 2001). Este déficit estd presente
desde los estadios iniciales del trastorno, incluso bastante antes de que aparezcan los
sintomas psicoticos (Bora et al., 2009; Mesholam-Gately et al., 2009). Ademas, su
presencia tiene no solo implicaciones importantes para el nivel de funcionamiento del
paciente, sino que ademds determina una peor evolucion del cuadro con niveles de

discapacidad mayores (Allot et al., 2011; Ayesa-Arriola et al., 2013).

Esta hoy en dia establecido que tanto la esquizofrenia como el déficit cognitivo que
suele acompafiarla son entidades con una alta heredabilidad (Sullivan et al., 2003;
Greenwood et al., 2007). Asi, el funcionamiento neurocognitivo se ha instituido como
un endofenotipo con una marcada influencia genética a lo largo de toda la vida de los
individuos, tanto cuando se mide en sujetos sanos (Deary et al., 2012; Plomin y Deary,
2015), como en pacientes con psicosis (Bilder et al., 2011; Mclntosh et al., 2013). De
esta forma, podemos entender que, al menos en parte, la vulnerabilidad individual al
déficit neurocognitivo que aparece en la esquizofrenia pueda ser explicado por
alteraciones en procesos del neurodesarrollo mediadas genéticamente (Bilder et al.,

2011).

Existe cierta controversia sobre si el déficit cognitivo se mantiene estable a lo largo del

curso de la enfermedad (Addington et al., 2005; Becker et al., 2010) o si por el
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contrario lo hace a lo largo de la vida del paciente (Hoff et al., 2005; Albus et al., 2006).
Sin embargo, un estudio previo realizado en nuestra muestra de pacientes con un primer
episodio de psicosis no afectiva, sobre la progresion del funcionamiento cognitivo a
largo plazo, con un seguimiento a lo largo de 3 afos, demostrd que los pacientes
afectados por un trastorno psicético presentaban una peor evolucion que los sujetos
sanos (grupo control) en los dominios cognitivos de memoria verbal y memoria visual
(Rodriguez-Sanchez et al., 2013). Ademas, otro estudio realizado por nuestro grupo en
la misma muestra, identifica en estos pacientes con un primer episodio de psicosis,
diferentes patrones de curso de los déficits cognitivos observados al inicio de la
enfermedad (Ayesa-Arriola et al., 2013), apoyando de manera clara la existencia de una
marcada variabilidad individual en la progresion de los déficits neuropsicoldgicos en la

esquizofrenia (Heinrichs and Zakzanis, 1998).

Las diferentes pruebas cognitivas realizadas para el estudio de los déficits cognitivos se
han asociado de manera clara a areas cerebrales concretas. Por ejemplo, el cortex pre-
frontal ha sido asociado de forma repetida y consistente con déficits cognitivos
concretos en los dominios de memoria de trabajo 'y atencion en la esquizofrenia
(Manoach, 2003; Rosier et al., 2013). De esta forma podriamos especular que
determinadas alteraciones morfoldgicas cerebrales podrian explicar determinados dafios

o déficits cognitivos (Liu et al., 2013).

1.1.4.4. Diferencias morfologica cerebrales
Cambios volumétricos cerebrales

Al comparar a los pacientes con esquizofrenia y otras psicosis con sujetos sanos, se han
descrito de forma repetida en los diferentes estudios realizados hasta la fecha una serie
de alteraciones morfologicas (Shenton et al., 2001). Entre estos cambios se encuentran
un menor volumen cerebral global y un aumento del volumen de los ventriculos.
Ademas se han encontrado modificaciones en estructuras subcorticales como son la
reduccion de los volimenes del hipocampo y del talamo, asi como un incremento del
volumen del globo palido (Wright et al., 2000; Vita et al., 2006; Steen et al., 2006;

Ellison-Wright et al., 2008). Por ultimo, a nivel de corteza cerebral se observa una
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reduccion del volumen y del grosor de la corteza cerebral globalmente, y mas

pronunciados en los l6bulos temporal y frontal (Haukvik et al., 2013).

Eleccidn del grosor cortical como endofenotipo de estudio

Como en el resto de aéreas de estudio en la esquizofrenia, la eleccion del fenotipo
correcto de neuroimagen es critica para conseguir una identificacion exitosa de aquellos
genes que modulan la estructura o funcién cerebral. Aunque en el caso de la
esquizofrenia, uno de los fenotipos mas utilizados ha sido el volumen de diferentes
estructuras (Shenton et al., 2001), hoy en dia se propone el uso del grosor de la corteza
cerebral frente al uso del volumen de la sustancia gris en el caso de estudios de
neuroimagen-genética (Winkler et al., 2010). Aunque el volumen cortical resulta de la
combinacion de la superficie y del grosor de la corteza, se ha observado que los cambios
en el volumen de la corteza se deben principalmente a cambios en el grosor de la misma
(Rimol et al., 2012). Asi, en los estudios de neuroimagen-genética se propone de forma
preferente como endofenotipo de estudio la medida de grosor de la corteza (Panizzon et

al., 2009).

Cambios en el grosor de la corteza cerebral

Diversos estudios comparativos entre pacientes con esquizofrenia y sujetos sanos sobre
el grosor de la corteza cerebral han encontrado un adelgazamiento bilateral y global de
la corteza cerebral, el cual se muestra de forma generalizado, aunque mas marcado en
las aéreas frontal y temporal, en los pacientes con esquizofrenia al compararlos con
sujetos sanos (Goldman et al., 2009; Rimol et al., 2012). Ademas, al estudiar la corteza
cerebral en muestras de pacientes con un primer episodio de psicosis vemos que estas
diferencias en el grosor de la corteza estan presentes incluso desde los estadios iniciales
de la enfermedad (White et al., 2003; Narr et al., 2005a,b; Venkatasubramanian et al.,
2008; Roiz-Santiafiez et al., 2010; Crespo-Facorro et al., 2011). Este dato apoya la idea
de que las diferencias morfoldgicas cerebrales observadas en la esquizofrenia podrian
ser utilizadas como marcadores bioldgicos de la enfermedad. Se puede ademas postular
la hipotesis de que este endofenotipo pueda estar determinado por alteraciones en los

procesos de neurodesarrollo. En linea con esta hipdtesis, diversos estudios realizados en
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familias de pacientes con esquizofrenia, comparando a los pacientes con sus familiares
sanos y con individuos sanos no relacionados con los pacientes (Goldman et al., 2009;
Yang at al., 2010; Byun et al., 2012), demuestran una graduacion en el adelgazamiento
cortical entre los 3 grupos, lo cual apoya la idea del caracter de heredabilidad de este
endofenotipo. Todo esto indicaria por tanto que este fendémeno no es consecuencia del
curso de la enfermedad (cronicidad, uso de farmacos, teoria de la neurotoxicidad) sino

que puede estar en el origen de la misma.

Sin embargo, hay cierta controversia acerca de si la reduccion de la corteza cerebral
observada en la esquizofrenia se produce en estadios muy tempranos de los procesos de
neurodesarrollo, o por el contrario de forma progresiva a lo largo del curso de la
enfermedad. Asi, estudios recientes en pacientes con un primer episodio de psicosis no
encontraron cambios significativos en el grosor de la corteza cerebral a largo plazo, tras
seguimientos de 3 y 5 afios respectivamente (Nesvag et al., 2012; Roiz-Santiafiez et al.,
2015). Mientras que otros estudios si describen un adelgazamiento progresivo de la

corteza cerebral en pacientes con psicosis (Cobia et al., 2012; van Haren et al., 2011).

Ademas, varios estudios previos sobre diferencias estructurales cerebrales en
esquizofrenia sugieren que las anomalias estructurales presentes al inicio de la
enfermedad podrian ser restauradas a lo largo del curso evolutivo (Keshavan et al.,
1998; Schaufelberger et al., 2011). En linea con esta hipotesis, Goghari y colaboradores
(2013) en un estudio longitudinal sobre los efectos a corto plazo de farmacos
antipsicotico atipicos sobre la corteza cerebral, encuentra que los pacientes estudiados
presentaban un incremento significativo del grosor de la corteza cerebral tras 8 semanas
de tratamiento al compararlos con un grupo control. El estrés cronico (Blix et al., 2013),
ciertas dietas (Sizonenko et al., 2013), y la actividad cognitiva (Engvig et al., 2010)
han sido descritas también como factores que podrian influir también sobre cambios en

la corteza cerebral.

Teniendo en cuenta todas estas evidencias cientificas podriamos concluir que existe una
importante variabilidad en la progresion del grosor de la corteza cerebral en la
esquizofrenia, probablemente debido al efecto conjunto de multiples factores, tanto

ambientales como genéticos.
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1.1.5. Aportaciones de la genética a un modelo bioldgico de la esquizofrenia

En las tltimas décadas se ha conseguido un avance importante en el conocimiento de la
neurobiologia de la esquizofrenia (Sawa y Snyder, 2002), habiéndose realizado un
progreso importante en la identificacion de genes candidatos a través de estudios de
asociacion y ligamiento (Owen et al., 2005). Mas recientemente, estudios de asociacion
del genoma completo (GWAS en sus siglas en inglés) a gran escala realizados
respectivamente sobre muestras de esquizofrenia y muestras de psicosis mas amplias
(psicosis no afectiva) identifican nuevos marcadores de riesgo para la psicosis (Ripke et

al., 2013; Bramon et al., 2014).

Aunque la causalidad es dificil de probar, el estudio genético de la esquizofrenia esta
aportando luz sobre la implicacion de cadenas o vias biologicas (pathways)

posiblemente asociadas a la patologia de la enfermedad (Jaaro-Peled et al., 2009).

Los principales genes candidatos para la esquizofrenia, por haber sido mas
consistentemente replicados, asi como por otras caracteristicas a nivel de su
funcionalidad, o hallazgos citogenéticos, o de su expresion en muestras de cerebro post-
mortem son los genes Catechol-O-mehyl transferase (COMT), Neuregulin I (NRGI),
Dysbindin (DTNBPI), Disrupted-in-Schizophrenia 1 (DISCI), Regulator of G-protein
signalling 4 (RGS4), D-amino acid oxidase activator (DAOA-G72), o el Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) (Harrison y Weinberger, 2005; Owen et al., 2007).

Algunos de estos genes, que se han encontrado asociados a la esquizofrenia o a
endofenotipos de la enfermedad, estan implicados en procesos de neurodesarrollo. Asi,
al menos parte de la vulnerabilidad individual en los endofenotipos de la esquizofrenia,
como son la presentacion clinica, las diferencias morfologicas cerebrales, o los déficits
cognitivos, podrian explicarse por alteraciones de procesos de neurodesarrollo mediadas
por variaciones genéticas comunes (Chubb et al., 2008; Bilder et al., 2011). Apoyando
asi la hipodtesis de la esquizofrenia como un trastorno del neurodesarrollo (Lewis y

Levitt, 2002).

De entre los genes implicados en el neurodesarrollo destaca el gen DISCI como uno de
los principales en el estudio de la esquizofrenia, por su repetida asociaciéon con la
enfermedad y sus endofenotipos como veremos a continuaciéon. Ademas, recientemente

ha sido identificado como uno de los genes candidatos con mas relevancia en la
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esquizofrenia, gracias al estudio con realizado por Ayalew y colaboradores (2012)

utilizando una metodologia de gendmica funcional convergente.

1.2. El gen Disrupted in Schizophrenia 1 (DISC1)

1.2.1. ElgenDISC1

El gen DISCI fue por primera vez descrito a través de la observacion de una
translocacion balanceada en t(1q42.1;11q14.3), la cual segregaba con esquizofrenia y
otros trastornos mentales mayores en una familia escocesa amplia (Millar et al., 2000;
Blackwood et al., 2001). A partir de este hallazgo, diversos estudios independientes de
ligamiento, caso-control, y de asociacion en familias, realizados en diferentes
poblaciones étnicas, han aportado mayor evidencia de la implicacion del locus DISCI
en 1g42.1 en la aparicion de trastornos del espectro de la esquizofrenia (Bradshaw y
Porteous, 2012; Chubb et al., 2008). Sin embargo, a pesar de esta creciente acumulacion
de evidencia cientifica, varios articulos y dos recientes estudios de asociacion del
genoma completo (GWAS) a gran escala realizados respectivamente sobre muestras de
esquizofrenia y muestras de psicosis mas amplias (psicosis no afectiva) no encontraron
asociacion significativa entre variaciones en el gen DISC! y riesgo de sufrir psicosis

(Ripke et al., 2013; Bramon et al., 2014).

1.2.2. Laproteina DISC1 y su funciéon

La funcion biologica de la proteina que codifica el gen DISCI no es del todo conocida,
y todavia no tenemos un conocimiento amplio de cémo variaciones en el gen DISC/
podrian incrementar el riesgo de padecer un trastorno mental como la esquizofrenia o

modular esta enfermedad.

Actualmente, es conocido que el gen DISCI codifica una proteina de andamiaje que

interactia con multiples proteinas, dando lugar al complejo conocido como DISCI1
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Interactome (Camargo et al., 2007) (ver Figura 3). Este complejo esta compuesto por
diversas proteinas que estdn implicadas en procesos de neurogénesis, crecimiento
neuronal y desarrollo cortical, asi como en procesos de sefialamiento neuronal (Randall
et al. 2014; Bradshaw y Porteous, 2012; Jaaro-Peled et al. 2009; Chubb et al., 2008;
Camargo et al., 2007; Millar et al., 2003; Sawa et al., 2003). Algunas de estas proteinas
con las que interactia la proteina DISC1 son: la proteina fasciculation and elongation
zeta 1 (FEZ1), nuclear distribution gene E homolog-like 1 (NDELI), lissencephaly-1
(LIS1), phosphodiesterase 4B (PDE4B), glycogen synthasekinase3b (GSK3b), DIX
domain-containingl (DIXDC1), o PSD-95 (Muraki y Tanigaki, 2015; Hennah et al.,
2009; Mackie et al., 2007).

Figura 3. DISC1 interactome*
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Estudios realizados en modelos animales han demostrado una relacién entre mutaciones
en el gen DISCI y cambios histologicos y morfologicos cerebrales reminiscentes de la
esquizofrenia. Este hecho, por lo tanto apoya la implicacion del gen DISCI en los

procesos de desarrollo y maduracion cortical (Lee et al., 2011; Niwa et al., 2010).

La proteina DISC1 se expresa en neuronas, de forma amplia en el cerebro, pero
predominantemente en el hipocampo y en la corteza cerebral (Wang et al., 2008).
Estudios recientes han demostrado como esta expresion de la proteina DISCI, a nivel
periférico en linfocitos, se ve reducida en pacientes diagnosticados de esquizofrenia
(Millar et al., 2005; Trossbach et al., 2014; Rampino et al., 2014). Adicionalmente, se
ha demostrado como niveles bajos de expresion de la proteina DISC1 correlaciona con
niveles bajos de expresion de alguna de las proteinas que integran el complejo DISC1-

Interactome en las aéreas cerebrales hipocampo y corteza cerebral (Lipska et al., 2006).

1.2.3. El papel de DISC1 en el modelo del neurodesarrollo en esquizofrenia

Existe hoy en dia extensa evidencia cientifica, obtenida de estudios animales y celulares,
apoyando el papel del gen DISC! en el modelo de neurodesarrollo para la esquizofrenia.
En una reciente revision Muraki y Tanigaki (2015) resumen las evidencias cientificas
mas notables de la implicaciéon de DISC! en el neurodesarrollo, a partir de estudios en
modelos animales. Asi por ejemplo, se ha demostrado que el knockdown de DISCI
afecta a la migracion de interneuronas tangenciales (Steinecke et al., 2012, 2014), e
inhibe la migracion neuronal en la corteza cerebral (Kamiya et al., 2005; Kubo et al.,
2010), asi como a cambios en la generacion, posicionamiento y maduracion de nuevas
neuronas en el hipocampo (Chandran et al., 2014). Ademas, los estudios animales con
mutacion del gen DISCI (Discl L100P/L100P) han mostrado una reduccion en el
volumen cerebral, una reduccion del numero y en la distribucion de las neuronas en la
corteza cerebral, déficits en la migracion interneuronal, asi como anomalias
conductuales reminiscentes de la esquizofrenia (Clapcote et al., 2007; Lee et al., 2011,
2013; Shoji et al., 2012). En linea con estos hallazgos, los ratones portadores de una
variante con una delecion de 25 pares de bases en el gen DISCI (DISC1 A2SBPIAISOP i)
mostraron aumentados los ventriculos y déficits en la memoria de trabajo (Koike et al.,

2006; Juan et al., 2014). Ademas la sobre-expresion de esta DISC1 truncada en las
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neuronas produce aumento del ventriculo lateral, reduccion de las interneuronas
parvoalbumin-positivas y alteraciones conductuales reminiscentes de la esquizofrenia
(Hikida et al., 2007; Pletnikov et al., 2008; Shen et al., 2008; Ayhan et al., 2011). Es
mas, a través de un sistema transgénico reversible y transitorio, se observa como
alteraciones en la funcionalidad de la proteina DISCI1 (induccién de una porcion C-
terminal) en la fase temprana postnatal, pero no en fases adultas, produce varios
fenotipos reminiscente de la esquizofrenia, entre los que se incluye una menor
complejidad dendritica en hipocampo, rasgos depresivos, deficiencias en la memoria de
trabajo, y una menor sociabilidad (Li et al., 2007). Ayhan y colaboradores (2011),
utilizando esta misma técnica, observan que las alteraciones en la expresion de DISC1
produce una reduccion en los niveles de dopamina en la corteza cerebral y un menor
numero de neuronas en la corteza cerebral. Pero ademas, dependiendo de si la expresion
de la proteina truncada se produce en diferentes fases del neurodesarrollo (prenatal,

postnatal, o ambas) se observan diferentes alteraciones en fenotipos neuroconductuales.

Se ha observado que las alteraciones en el gen DISCI en fases tempranas del
neurodesarrollo conlleva la aparicion de fenotipos del tipo de la esquizofrenia en edad
adulta. Asi, Niwa y colaboradores (2010) describen como una inactivacion transitoria
del gen DISCI en el cortex prefrontal en el cerebro pre- y perinatal en roedores,
conduce a alteraciones neuroquimicas y conductuales en el adulto. Y Nakata y
colaboradores (2009) describen como variaciones en la proteina DISC1, son expresados
mas frecuentemente durante el neurodesarrollo fetal que en fases mas tardias, son mas
expresados en cerebros de pacientes con esquizofrenia que en controles, y estan
asociados a variaciones genéticas de DISCI previamente asociadas a la enfermedad.
Greenhill y colaboradores (2015) encuentran como la alteracion postnatal de la proteina
DISCI en ratones afectando la formacion de sinapsis, produce variaciones en la

plasticidad cortical en el adulto.

Hoy en dia existe también creciente evidencia cientifica apoyando la localizacion de la
proteina DISC1 en diversos compartimentos subcelulares (Chubb et al., 2008; Brandon
et al., 2009; Jaaro-Peled et al., 2009; Thomson et al., 2013), lo cual sugiere que podria
desempefiar multiples funciones en diferentes localizaciones en la célula. Asi, se ha
detectado la expresion de DISCI en el citoesqueleto, la mitocondria y el centrosoma.
Algunas variantes truncadas de DISC1 pueden mostrar variaciones en la distribucion

subcelular, frecuentemente localizadas difusamente en el citoplasma sin asociarse
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eficazmente a estructuras subcelulares. En otras ocasiones, si presentan una distribucion
correcta, incluso en mitocondria y centrosoma, pero mostrando niveles mas bajos de
expresion (revisado en Chubb et al.,, 2008). A nivel de estudios celulares, se ha
encontrado en el cultivo de precursores neuronales del epitelio olfatorio de pacientes
con psicosis (esquizofrenia y trastorno bipolar), alteraciones en los niveles y
distribucion de DISCI, que modifican negativamente la homeostasis cAMP, la
organizacion de microtubulos, y la migracion celular. Estos resultados sugieren que su
presencia en estadios tempranos del desarrollo cerebral podrian impactar en la

maduracion y funcién cerebral (Munoz-Estrada et al., 2015).

Este papel de DISC1 en el centrosoma y microtiibulos es importante ya que las redes de
microtubulos organizados desde el centrosoma cumplen funciones importantes a nivel
celular en el cerebro, incluyendo la proliferacion de progenitores celulares, o la
migracion y diferenciacion neuronal (Feng y Walsh, 2001; Badano et al., 2005). La
proteina DISC1 a su vez, juega un papel en la cascada microtibulo/centrosoma, en la
cual se ha descrito su interaccion con NDEL1 y otras proteinas del complejo DISCI-
Interactome, y su importancia en el crecimiento de la neurita (Ozeki et al., 2003). Esta
interacciones se producen a través del dominio C-terminal de DISCI, facilitando la
asociacion con el centrosoma de las proteinas del complejo DISCI-Interactome

(revisado en Brandon et al., 2009).

1.2.4. Polimorfismos DISC1 y endofenotipos de esquizofrenia

Durante la ultima década, el estudio de la relacion entre el gen DISCI y diversos
endofenotipos de la esquizofrenia (ej.: presentacion clinica, alteraciones morfologicas
estructurales cerebrales, diferencias funcionales cerebrales, y déficit neurocognitivos)
han aportado evidencia de la asociacion entre variaciones en el gen DISC! y diferencias
en la presentacion clinica de las psicosis, diferencias estructurales cerebrales,
diferencias en la funcion cerebral e incluso alteraciones en el funcionamiento cognitivo,

en pacientes con psicosis del espectro de la esquizofrenia.

A continuacion describimos la evidencia cientifica existente hasta el momento sobre la

relacion del gen DISCI con diferentes endofenotipos de la esquizofrenia.
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1.2.4.1. DISCly presentacion clinica en la esquizofrenia

Hasta la fecha solo unos pocos estudios han explorado la posible relacion entre este gen
y la presentacion clinica en la esquizofrenia (Hennah et al., 2003; DeRosse et al., 2007;
Szeszko et al., 2008; Tomppo et al., 2009; Lepagno-Bestel et al., 2010). Estos estudios
han hallado asociaciones entre diferentes polimorfismos DISC/ y diferencias en la
gravedad de la clinica psicoética positiva, es decir en la intensidad de las alucinaciones y
delirios (Szeszko et al., 2008; DeRosse et al., 2007). En un estudio reciente, Lepagno-
Bestel y colaboradores (2010), encuentran en una muestra de pacientes franceses el
alelo C del rs6675281 asociado a la sintomatologia psicotica tanto positiva como
negativa, medido por las escalas SAPS y SANS, asi como a otras variables clinicas de
interés como son la edad de inicio y la duracién de la psicosis sin tratar (DUP). No
encuentran, sin embargo, diferencias en ningun otro de los polimorfismos estudiados
(rs821616, rs3738401, rs1984895). Ademas, también se ha descrito una asociacion
entre este gen y rasgos de personalidad relacionados con la psicosis en individuos sanos,
no afectos de un trastorno psicético (Hennah et al., 2003; Tomppo et al., 2009). Sin
embargo cabe destacar que ninguno de los articulos descritos fueron realizados en
muestras de pacientes con un primer episodio psicético, por lo que se puede entender
que en dichos estudios no fue posible controlar los factores de confusion derivados de la
cronicidad de la enfermedad y de los posibles efectos de los tratamientos antipsicético
de larga duracion, sobre el efecto de los polimorfismos DISCI sobre la presentacion

clinica.

1.2.4.2. DISC1y déficit cognitivos

Recientemente varios estudios han demostrado evidencia cientifica de la asociacion
entre variaciones en el gen DISC! y diferencias en el funcionamiento cognitivo tanto en
sujetos sanos como en pacientes con un trastorno psicético del espectro de la
esquizofrenia (Hennah et al., 2003, 2005; Cannon et al., 2005; Callicot et al., 2005;
Burdick et al., 2005; Thomson et al., 2005; Liu et al., 2006; Palo et al., 2007; Kim et al.,
2008; Nicodemus et al., 2014).
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Ademas otros estudios, a través de técnicas de RMN funcional y de modelos de
neuroimagen funcional, han sefialado la existencia de una relacion entre este gen y
deficiencias en la activacion cerebral durante la realizacion de pruebas cognitivas
(Callicot et al., 2005, 2013; Prata et al., 2008), lo cual se ha propuesto como una prueba

de que subyacen ineficiencias neuronales.

Kim y colaboradores (2008) encuentran una relacion significativa, en un muestra
coreana, entre el rs821616 y el subgrupo de pacientes con pobre nivel de concentracion,
medido por la escala Operational Criteria C hecklist, sin encontrar diferencias en la

sintomatologia psicética negativa, medida con la escala SANS.

Asimismo, el funcionamiento cognitivo y la actividad cerebral producida por pruebas
cognitivas en el cortex prefrontal han demostrado que correlacionan con la expresion

periférica de la DISC1 (Rampino et al., 2014).

Por otra parte, en lo referente al posible efecto de las variaciones en este gen sobre la
variabilidad longitudinal en el funcionamiento cognitivo a largo plazo, Thomson y
colaboradores (2005) informan de la asociacion entre este gen con el envejecimiento

cognitivo en sujetos sanos.

Sin embargo, no existen estudios hasta la fecha que exploren este posible efecto del gen
DISC1 sobre el curso que sigue el déficit cognitivo que suele aparecer al principio de la

enfermedad en la esquizofrenia.

De entre los diversos polimorfismos del gen DISCI hay 3 SNPs de un alto interés
(rs821616, rs6675281, y el rs1000731) debido a la relevancia que han mostrado en

estudios previos sobre cognicion.

El alelo Ser (A) del rs821616 ha sido asociado con una peor funcién cognitiva en
pacientes con un trastorno psicotico (Callicot et al., 2005; Palo et al., 2007), y con el
envejecimiento cognitivo en sujetos sanos (Thomson et al., 2005). Asimismo, estudios
de neuroimagen funcional (Callicot et al., 2005; Burdick et al., 2005; Di Giorgio et al.,
2008) has mostrado la asociacion de este alelo con datos que sugieren una menor

eficacia de los circuitos neuronales.

Respecto al polimorfismo rs6675281, recientes estudios lo relacionan con diferencias en

el funcionamiento cognitivo en pacientes con esquizofrenia (Cannon et al., 2005), y en
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sujetos sanos (Nicodemus et al., 2014). De la misma manera, aquellos pacientes
portadores del alelo Phe de este polimorfismo presentaban un incremento en la actividad
neuronal durante la realizacion de pruebas cognitivas, lo cual sugeria una vez mas una

ineficiencia neuronal durante la actividad cognitiva (Brauns et al., 2011).

Y finalmente, el alelo G del polimorfismo rs1000731 se ha encontrado asociado con
diferencias en la memoria verbal y de aprendizaje en pacientes con esquizofrenia
(Cannon et al., 2005). También este polimorfismo se ha relacionado con diferencias de
activacion cerebral durante la realizacion de pruebas cognitivas en estudios de
neuroimagen funcional, y de manera mas concreta con diferencias en la activacion del

hipocampo durante pruebas de memoria de reconocimiento (Callicott et al., 2013).

Teniendo en cuenta todas las evidencias descritas podriamos hipotetizar que variaciones
en el gen DISCI, quizés a través de alteraciones en procesos de neurodesarrollo
neuronal, podrian producir diferencias en procesos funcionales y estructurales
cerebrales, que conduzcan al establecimiento de circuitos cerebrales menos eficientes.
Finalmente, esta menor eficiencia cerebral podria ser puesta en evidencia a través de un
menor rendimiento en pruebas cognitivas, o a través de una mayor activacion cerebral
para alcanzar niveles “normalizados” de rendimiento cognitivo, en pacientes con un
cuadro psicotico. Asi, variaciones en el gen DISCI podrian explicar, en parte, la

variabilidad en los déficits cognitivos que se observan en la psicosis.

En este sentido, dos estudios recientes encuentran variaciones en el gen DISCI
asociadas a diferencias significativas en la integridad de la substancia blanca, medida a
través de resonancia magnética de tensor de difusion (Sprooten et al., 2011; Whalley et
al., 2015), sugiriendo que dichos cambios en la substancia blanca podrian producir
deficiencias en la transmision de informacién entre aéreas cerebrales, y por
consiguiente facilitar la aparicion de variaciones en el funcionamiento cognitivo (Jung

and Haier, 2007).

1.2.4.3. DISCL1ly corteza cerebral

El gen DISCI, probablemente debido al papel de la proteina para la que codifica y que
esta implicado en la regulacion de multiples aspectos de la neurogénesis embrionaria y

adulta, asi como en el crecimiento de las neuritas y desarrollo cortical, tiene un efecto
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sobre la estructura cerebral y en concreto sobre diferencias en la corteza cerebral (Duff
et al., 2013; Randall et al. 2014). En este sentido, Raznahan y colaboradores (2011)
describen en su trabajo una asociacion significativa entre polimorfismos del gen DISC/
y diferencias en el ritmo de adelgazamiento de la corteza cerebral en una muestra de
sujetos sanos. Vemos por lo tanto como variaciones en el gen DISCI se han asociado de
forma repetida y consistente con diferencias en estructura cerebral tanto en sujetos sanos

como en pacientes con esquizofrenia.

En el caso del polimorfismo rs6675281, el alelo Phe se ha asociado con cambios en el
volumen de la substancia gris (Trost et al., 2013), y con un adelgazamiento de la corteza
cerebral en la circunvolucién supramarginal izquierda, al compararlo con sujetos

homocigotos para el alelo Leu (Brauns et al., 2011).

Respecto a la relacion entre el polimorfismo rs821616 y los cambios en la estructura
cerebral, existe cierta controversia en la literatura. Aunque dos estudios previos no
encuentran esta asociacion (Chakravarty et al., 2012; Kahler et al., 2012), otros estudios
posteriores de neuroimagen y genética aportan evidencias de la asociacion entre el alelo
Ser y diferencias estructurales en aéreas de la corteza motora (Stacey et al., 2014;

Knickmeyer et al., 2014).

Por ultimo el rs1000731 ha sido descrito asociado a reducciones en la substancia gris en

la circunvolucién frontal superior e izquierda (Cannon et al., 2005).

Por lo tanto, es relevante realizar nuevas investigaciones sobre el posible efecto de las
variaciones en el gen DISCI sobre cambios en la corteza cerebral, ya que estos
polimorfismos pueden contribuir a la variabilidad en la progresion de los cambios en la

corteza cerebral observados en pacientes con esquizofrenia.

1.2.4.4. DISC1Yy respuesta terapéutica

Estudios recientes sugieren la posibilidad de que el gen DISCI pueda modular la
respuesta terapéutica a farmacos antipsicoticos en pacientes con esquizofrenia y otros
trastornos psicoticos del espectro de la esquizofrenia, principalmente a través de su

actuacion sobre el sistema glutamatérgico (Hennah y Porteous, 2009).
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En linea con esta hipdtesis, Sawa y Snyder (2003) proponen que la DISCI podria
convertirse en diana terapéutica gracias a su implicacion en la via glutamatérgica, a
través de su interaccion con la proteina Citron, la cual es una proteina citoesqueleto en
posible asociacion con la PSD-95, que es a su vez una proteina anclaje de receptor
NMDA. Millar y colaboradores (2003) describen también la interaccion de DISCI1 con
otras proteinas del complejo DISCI interactome como son las proteinas A-kinase
anchoring protein 9/AKAP450 (AKAPY9), GRIPAP1, y ARHGEF11, las cuales
interactuan a su vez directamente con los receptores NMDA, AMPA vy el trasportador
de glutamato (EAAT4), respectivamente. De esta forma, el gen DISC1 podria influir
indirectamente en la neurotransmision NMDA. En linea con esta idea, se ha descrito
recientemente que el nivel de expresion de la proteina DISC1 a nivel presinaptico regula
la descarga de glutamato a nivel de terminales neuronales presinapticas (Maher y

LoTurco, 2012).

Otros estudios apoyarian la implicacion del gen DISCI en la respuesta al tratamiento
antipsicotico a través de su participacion en el sistema dopaminérgico. Asi, en un
estudio realizado en roedores adultos, en los que se habia bloqueado la expresion de
DISCI1 durante el periodo fetal, se mostraron conductas reminiscentes de la
esquizofrenia, asi como alteraciones en el sistema dopaminérgico (Niwa et al., 2010).
Resulta interesante ademas comprobar que dichas conductas mejoraron tras tratar a los
roedores con sustancias que re-establecian la via de la DISCI de sefialamiento celular
(Mao et al., 2009). Otros estudios sobre ratones con mutacion inducida de DISCI
(ratones Discl-L100P), encuentran fenotipos conductuales reminiscentes de la
esquizofrenia, que eran favorecidos por la administraciéon de anfetaminas y revertidos
con la administracion de farmacos antipsicéticos (Lipina et al., 2004). Y Su y
colaboradores (2014) describen una interaccion proteica DISC1-DR2 asociada también
a conductas reminiscentes de esquizofrenia en ratones Disc1-L100P que eran revertidas
al fraccionar dicho complejo. Ademas encuentran una elevada interaccion D2R-DISC1
en el tejido cerebral de ratones Discl-L100P y en tejido cerebral post-mortem de

pacientes con esquizofrenia.

Otros estudios realizados en roedores apoyan la implicacion del gen DISCI en la
farmacorrespuesta. Asi, Clapcote y colaboradores (2007) muestran como la mutacion
en el gen DISCI producia un fenotipo de comportamiento reminiscente de

esquizofrenia, pero con una respuesta modificada a la clozapina. Mientras que Chiba y
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colaboradores (2006) describen un aumento de la expresion de mRNA de DISCI en
areas del cerebro en roedores, tras recibir tratamiento crénico con antipsicOticos

atipicos.

A nivel de investigacion en farmacogenética en humanos sobre el gen DISCI, existe
hasta la fecha tan solo un numero limitado de estudios. Tres estudios aportan datos de la
implicacion del gen DISCI en la respuesta terapéutica en esquizofrenia (Mouaffak et al.,
2007; Hotta et al., 2011; Terzic et al., 2014). Los dos estudios mas recientes (Terzic et
al., 2014; Hotta et al., 2011) comparan un grupo de pacientes resistentes al tratamiento
con otro de respondedores en sendas muestras de pacientes con esquizofrenia, de origen
centroeuropeo y japonés respectivamente. Ninguno de los estudios haya diferencias
genéticas entre estos grupos para los polimorfismos estudiados (rs6675281 y rs821616
en Terzic et al., 2014; y rs751229, rs3738401, rs821597 y rs821616 en Hotta et al.,
2011).

Sin embargo, Mouaffak y colaboradores (2007), al comparar una muestra de pacientes
con psicosis ultra-resistente y un grupo de respondedores, si encuentran que el alelo A
del rs3738401 es significativamente mas frecuente en el grupo de pacientes ultra-
resistentes que en el de respondedores. Y aunque no encuentran diferencias para el
rs821616, si observan que el alelo T del rs6675281, es més frecuente en el grupo de

respondedores.

Existe por ultimo, otro estudio relacionando variaciones en el gen DISC/ y la respuesta
terapéutica en una muestra de trastorno depresivo (Arias et al., 2014). En este estudio
los autores encuentran una tendencia a la asociacion entre los polimorfismos rs6675281
y 151000731 y la eficacia del escitalopram en una muestra de pacientes con depresion

mayor.
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Justificacion del estudio

2.1. Justificacion del estudio

En los ultimos afos, gracias a los datos aportados por numerosos estudios de
ligamiento, caso-control, y de asociacién en familias, realizados en diferentes
poblaciones, el gen DISCI se ha asociado de manera significativa al riesgo de presentar
esquizofrenia. Se ha acumulado ademds con dichos estudios una creciente evidencia
acerca del efecto que variaciones en este gen ejercen sobre diversos endofenotipos de la
enfermedad, incluyendo de manera especifica aquellos relativos a la neurocognicion y a
las variaciones cerebrales tanto estructurales como funcionales, e incluso a las

diferencias en la presentacion clinica.

Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha sobre el gen DISC! y su relacion con
las psicosis se han llevado a cabo en muestras sesgadas y escasamente representativas
de pacientes con cuadros cronicos de esquizofrenia, y no en muestras representativas de
pacientes en las fases tempranas de la enfermedad. La importancia de realizar este tipo
de investigacion en muestras de pacientes con un primer episodio de psicosis estriba en
que de esta manera se limita la presencia de factores de confusién derivados de la
cronicidad de la enfermedad y del hecho de haber recibido un tratamiento
farmacologico previo durante periodos largos de tiempo. Al mismo tiempo, la condicion
de que dichos pacientes constituyan una muestra representativa del conjunto de los
individuos que en una comunidad concreta desarrollan la enfermedad se convierte en un

factor metodologicamente relevante.

Por todo ello la existencia, en el Servicio de Psiquiatria del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla, de un Programa de Atencion a las Fase Iniciales de las Psicosis
(programa PAFIP) que incluye todos (o al menos una gran mayoria) de los pacientes
que en la comunidad de Cantabria desarrollan la enfermedad nos brinda la oportunidad
de investigar dicha asociacion limitando en gran medida las deficiencias metodologicas

previamente mencionadas.

Como segundo elemento principal que justifica la realizacion de este estudio, hemos de
resefiar la no existencia hasta el momento de estudios que hayan explorado los posibles
efectos de variaciones del gen DISCI sobre las modificaciones longitudinales que se
producen a lo largo del tiempo en las caracteristicas y endofenotipos de la enfermedad.

Tal es el caso del déficit neurocognitivo y de las variaciones en el grosor de la corteza
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cerebral en las psicosis y de manera mas especifica en la esquizofrenia. Todo ello
delimita un area relevante y todavia inexplorada de investigacion, que puede en gran
medida ser subsanada a partir de la metodologia de seguimiento a largo plazo que se

incorpora en el programa PAFIP previamente mencionado.

Resulta por lo tanto pertinente que, en el contexto del programa de Atencion a las Fase
Iniciales de las Psicosis (programa PAFIP), continuemos investigando acerca de los
posibles efectos en la patologia psicotica de las variaciones del gen DISCI. Resulta ello
especialmente relevante dado que resulta previsible que variaciones en este gen podrian
contribuir a la variabilidad en la progresion de la enfermedad, a través de
modificaciones en la presentacion clinica psicopatoldgica y de cambios longitudinales
en los endofenotipos propuestos. Todo lo cual podréa contribuir de manera significativa a
mejorar nuestro conocimiento de los factores que condicionan el origen de la

enfermedad, su respuesta a las intervenciones y en ultima instancia su curso evolutivo.
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Hipotesis y objetivos

3.1. Hipotesis

En base al estado actual del conocimiento en este area, es posible formular las

siguientes hipotesis:

1) Que los polimorfismos del gen DISCI tienen un efecto significativo sobre la
gravedad, curso y pronostico de la esquizofrenia. Por lo tanto planteamos
como hipdtesis que en nuestra muestra los polimorfismos del gen DISCI
estaran asociados a:

a. lapresencia de esquizofrenia
b. la existencia de diferencias en la gravedad de la psicopatologia al inicio
de la enfermedad.

c. larespuesta terapéutica temprana a farmacos antipsicoticos.

i1) Que los polimorfismos rs821616, rs1000731 y rs6675281 del gen DISCI estaran
asociados a variaciones significativas en la neurocognicion y en el grosor

cerebral de los pacientes afectos de psicosis.
iii) Que diferencias identificadas en los  endofenotipos objeto de estudio

(neurocognicidn y estructura cerebral) evolucionaran de formas diferentes a

largo plazo (3 afios) en funcion de dichos polimorfismos del gen DISC1.
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3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo principal

El objetivo general de los estudios incorporados en esta tesis doctoral es el de explorar
la relacion entre los polimorfismos del gen DISC! y la variabilidad individual en la
presentacion y curso de la esquizofrenia en pacientes con un primer episodio de psicosis
no afectiva, a través del estudio de determinadas caracteristicas clinicas y endofenotipos

intermedios de la enfermedad.

3.2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de los trabajos que componen esta tesis doctoral son:

1) Analizar la asociacion del polimorfismo rs821616 del gen DISCI y el riesgo de
presentar esquizofrenia.

i1) Explorar el efecto de los polimorfismos de DISCI (rs821616) sobre las
caracteristicas clinicas y sociodemograficas de pacientes con un primer
episodio de psicosis no afectiva.

1i1) Estudiar la influencia de los polimorfismos de DISC/I (rs821616, rs1000731 y
rs6675281) sobre los déficits cognitivos al inicio de la enfermedad, asi como
la evolucion de los mismos a largo plazo (3 afios).

iv) Estudiar la relacion entre los polimorfismos de DISCI (rs821616 y rs6675281) y
el grosor de la corteza cerebral, asi como su evolucion tras 3 afios en una
muestra de pacientes con un primer episodio de psicosis no afectiva.

v) Explorar el efecto de los polimorfismos de DISCI (rs821616, rs1000731 y
rs6675281) sobre las variaciones en respuesta terapéutica tras 6 semanas de

tratamiento en pacientes con un primer episodio de psicosis.
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Material y métodos

4.1. Ambito de estudio

Los trabajos de investigacion que constituyen objeto de esta tesis han sido llevados a
cabo en el contexto del Programa de Atencién a las Fases Iniciales de las Psicosis
(PAFIP), que estd en marcha en el Servicio de Psiquiatria del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla. Se trata de un programa de intervencion clinica e investigacion
centrado en los primeros episodios de psicosis que se presentan en Cantabria. Sus
objetivos son multiples y abarcan tanto la prevencion, como la atencion sanitaria, como
la investigacion, de dicha patologia. Desde el punto de vista de la prevencion el
programa incorpora estrategias de diagnostico e intervencion precoz asi como de
identificacion de personas en riesgo. Desde el punto de vista asistencial puede ser
definido como un “Programa de Atencion Clinica as Usual” constituyendo la alternativa
terapéutica que el Servicio de Psiquiatria oferta a dichos pacientes. Tiene como objetivo
dar atencion clinica personalizada, intensiva y multidisciplinar a dichos pacientes desde
las fases tempranas de la enfermedad y durante el “periodo critico” de la enfermedad,
que se extiende durante los tres primeros afios de su curso evolutivo. Persigue la
recuperacion psicopatologica y funcional precoz, la promocion de la adherencia y
evitacion de recaidas, la prevencion de la discapacidad y el estigma y la reintegracion
social y laboral. Para ello incorpora una fase de intervencion aguda intensiva precoz,
que se extiende durante las seis primeras semanas y en la que el énfasis se hace sobre el
tratamiento farmacoldgico y una fase de seguimiento a largo plazo que se prolonga
durante los tres primeros afios e incorpora ademads estrategias de intervencion
psicoldgica y social. Desde el punto de vista de la investigacion el programa, que
incorpora fundamentalmente estrategias de investigacion clinica, neurocognitiva, de
imagen cerebral, inmunolédgica y genética, persigue profundizar en el conocimiento del
origen de la enfermedad y en los factores que condicionan su curso evolutivo y
recuperacion psicopatoldgica y funcional, investigando también la efectividad,
aceptabilidad y relacion coste-efectividad de las intervenciones y estructuras

asistenciales que son utilizadas para su tratamiento.

Los estudios y proyectos de investigacion del programa PAFIP, y que han sido
incorporados en esta tesis, se realizaron de acuerdo a los estandares internacionales de

¢ética en investigacion clinica y fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacion
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Clinica (CEIC) de Cantabria. Tanto los pacientes como sus familiares dieron su

consentimiento escrito para participar en las areas de investigacion del programa.

4.2. Poblaciones muestrales

Los sujetos incorporados en los estudios presentados en esta tesis pertenecen a los dos

grupos poblacionales constituidos por pacientes y controles sanos.

4.2.1. Muestra de pacientes

La muestra de pacientes objeto de estudio estd constituida por el conjunto de personas
que, entre febrero de 2001 y febrero 2008, fueron referidos para tratamiento al programa
PAFIP y cumplieron criterios de inclusiéon en el mismo. Los criterios de inclusion
utilizados fueron los siguientes: 1) presentar un primer episodio de psicosis no afectiva;
2) cumplir criterios diagnosticos de esquizofrenia, trastorno esquizofreniforme,
trastorno esquizoafectivo, trastorno psicotico breve, trastorno esquizotipico de la
personalidad o psicosis no especificada; 3) poseer una edad comprendida entre los 15 y
los 65 anos; 4) residir de manera habitual en Cantabria; 5) no haber recibido, con
anterioridad a la inclusion en el programa, tratamientos con medicacion antipsicoOtica
durante mas de 6 semanas; 6) presentar, en el momento de inclusion en el programa,
sintomas psicoticos de gravedad entre moderada y severa, segiin al menos uno de los

cinco items de la escala de sintomas positivos de Andreasen (1984).

Todos aquellos pacientes que, habiendo reunido los criterios previamente mencionados,
presentaron un diagnoéstico de retraso mental o de dependencia a substancias diferentes
a nicotina, segun criterios DSM-IV, fueron derivados a sus centros de salud mental sin
ser incluidos en el programa, tras recibir tratamiento durante la fase de intervencion

aguda y hasta la remision sintomatolégica.

Un total de 311 pacientes fueron incluidos en el programa PAFIP entre febrero 2001 y
febrero 2008. De estos, 22 pacientes fueron posteriormente excluidos del estudio por no
satisfacer el criterio diagnostico a los 6 meses (segun SCID-I), y 17 pacientes fueron
excluidos de los estudios aqui presentados por ser pacientes de origen no caucdsico,

para evitar que diferencias genéticas de poblacion pudiesen suponer un factor de
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confusién. De esta forma la poblacion objeto de estudio estd compuesta de 272 sujetos
de origen caucasico y residentes en Cantabria, con un primer episodio de psicosis no
afectiva. De esta muestra de 272 pacientes, obtuvimos datos de los genotipados del gen
DISCI de suficiente calidad para su estudio, en 226 casos. Asi, la muestra final utilizada
para los estudios presentados en esta tesis esta constituida por 226 sujetos residentes en
Cantabria y de origen caucasico, que presentaron un primer episodio de psicosis no

afectiva.

Hay que sefialar no obstante que en los estudios longitudinales, tanto de neuroimagen
como de neurocognicidon, el tamafio muestral se vio disminuido debido a que se
incluyeron en los analisis tan solo aquellos pacientes en los que se completaron, de
forma satisfactoria, los estudios de neuroimagen (RM) basal y a los 3 afios (N=79). Y

los estudios de neurocognicion basal y a los 3 afios (N=133).

4.2.2. Muestras de controles sanos

El grupo poblacional de controles sanos esta constituido por 142 sujetos sanos
reclutados al azar como grupo control mediante anuncios en la comunidad. En su
seleccion se hizo especial énfasis en detectar, para su exclusion del estudio, la presencia
y/o antecedentes de historia de enfermedad psiquiatrica o neurologica incluyendo
dependencia de sustancias y traumatismo craneoencefélico con pérdida de consciencia.
Para ello todos los individuos fueron sometidos a una evaluacion clinica y
psicopatologica utilizando una version abreviada de la escala CASH (Andreasen et al.,
1992). Ademas se garantizd, mediante la adecuada recogida de informacion clinica, la
ausencia de familiares de primer grado que padecieran o tuvieran antecedentes de haber

padecido un cuadro psicotico.

En los estudios longitudinales de neuroimagen se incluyeron aquellos sujetos con al
menos dos pruebas de RM con suficiente calidad para el procesamiento de las imagenes
y que contasen con datos de calidad de genotipo DISCI (N = 22). De manera similar,
en los estudios longitudinales de neurocognicion se incluyeron aquellos que hubiesen
completado las evaluaciones cognitivas basal y a los 3 afios y que contasen con datos
de calidad de genotipo DISCI (N = 21). Sin embargo, debido al nimero tan bajo de

controles con las pruebas longitudinales y el genotipado completados los andlisis de
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comparacion paciente-control de genotipos DISCI asociados a variaciones
longitudinales de los endofenotipos no resultaron validos. Todos los sujetos
seleccionados como controles sanos para su inclusion en el estudio de investigacion,
después de haber sido debidamente informados, firmaron un consentimiento informado
antes de la participacion en el estudio de acuerdo con los criterios establecidos por el

Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de Cantabria.

Para evaluar la asociacion de diferencias genotipicas del gen DISCI con el riesgo de
padecer la enfermedad se amplid la muestra de controles sanos con sujetos procedentes
del Banco de Sangre del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, hasta alcanzar
una muestra de 303 sujetos sanos, sin antecedentes de enfermedad mental, y con datos
del genotipado DISC! de calidad. Debido a la procedencia de dicho grupo tan solo la
variable sociodemogréfica “sexo” pudo ser incluida en el andlisis comparativo. Todos
los sujetos del grupo control firmaron un consentimiento informado para que su sangre
pudiese ser genotipada y los datos utilizados para investigacion, siguiendo para ello los

criterios establecidos por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de Cantabria.

4.3. Evaluacion clinica

La estrategia de evaluacion clinica incorporada en los estudios incluidos en esta tesis

esta basada en la aplicacion de los siguientes instrumentos:

1. Version espanola del Brief Psychiatric Rating S cale -BPRS— (Overall & Gorham,
1964). La escala BPRS hace una evaluacion de las caracteristicas de los principales
sintomas psiquidtricos. La version utilizada consta de 24 items, cada uno de los
cuales se puntia en una escala del 1 al 7, donde la puntuacion 1 es equivalente a
“ausencia del sintoma”, 2 “muy leve”, 3 “leve”, 4 “moderado”, 5 “moderadamente
severo”, 6 “severo” y 7 “extremadamente severo”.

2. Version espafiola de la Scale for th e Assessmen t of Negative Symptoms —SANS—
(Andreasen, 1983). Dicha escala consta de cinco items que estan relacionados con
los sintomas de alogia, apatia, asociabilidad, aplanamiento afectivo y atencion.

3. Version espanola de la Scale for the Assessm ent of Pos itive Sympto ms —SAPS—

(Andreasen, 1984). Dicha escala consta de cinco items que estan relacionados con
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delirios, alucinaciones, conducta extravagante, trastornos formales del pensamiento
y afecto inapropiado.

4. Version espafiola de la entrevista psiquiatrica SCID-I (The Struc tured Clin ical
Interview fo r DSM-1V Axis I Diso rders). Se trata de una entrevista psiquiatrica
estructurada que permite diagnosticar los trastornos psiquiatricos incluidos en el Eje

I del DSM-IV.

En los trabajos presentados en esta tesis se utilizaron, para medir la gravedad clinica de
los pacientes, principalmente las puntuaciones de las escalas SAPS y SANS. Para
obtener una medida mas especifica de la gravedad clinica psicdtica se utilizaron también
las puntuaciones de las dimensiones clinicas po sitiva, negativa y desorganizada, que
pueden ser calculadas a partir de las escalas SANS y SAPS (Flaum et al., 1995; Grube
et al., 1998). Asi la puntuacion correspondiente a la dimension positiva resulta de la
suma de las puntuaciones de los items “alucinaciones” y “delirios” de la escala SAPS;
la puntuacion de la dimension negativa se calcula mediante la suma de los items SANS
“alogia”, ‘“apatia”, ‘“asociabilidad” y “aplanamiento afectivo”; y la puntuacion
correspondiente a la dimension desorganizada se obtiene a partir de la suma de las
puntuaciones de los items  “conducta extravagante”, “trastornos formales del

pensamiento” y “afecto inapropiado”.

La evaluacion clinica y la aplicacion de todas las escalas fueron realizadas por el
mismo psiquiatra, previamente entrenado en la utilizacion de los instrumentos de
evaluacion, tanto en el primer contacto de los pacientes con el programa como en las
revisiones a las 6 semanas, 1 afio y 3 afios desde el inicio de tratamiento. El mismo
psiquiatra confirmo el diagnostico a los 6 meses del primer contacto a través de una
entrevista psiquiatrica estructurada usando como ya se ha indicado la entrevista SCID-I

(The Structured Clinical Interview for DSM-1V Axis I Disorders).

El psiquiatra encargado de la evaluacion clinica era ciego para el genotipado de los

pacientes en el momento de realizar las distintas evaluaciones clinicas y diagndsticas.
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4.4. Definicidn de respuesta clinica

Para el estudio del endofenotipo clinico de respuesta al tratamiento psicofarmacologico
se tuvo, en primer lugar, que establecer la definicién de respondedor. Dado que la
definicion de respondedor ha de realizarse de una manera lo menos arbitraria posible, se
eligio para ello una de las definiciones estandar mas utilizadas y que estd basada en la
escala clinica BPRS (Crespo-Facorro et al., 2007b). Segtn esta definicion, respondedor

es aquel paciente que presenta una mejoria del 40% sobre la puntuacion inicial.

Respondedor (segun BPRS):

e Mejoria del 40% en la puntuacion total de la escala

Sin embargo, esta definicion tiene la limitacion principal de que esta basada en las
variaciones clinicas medidas con una escala de psicopatologia general, no siendo por lo
tanto tan sensible para la clinica psicética como la obtenida mediante otras escalas,
como es el caso, por ejemplo, de las escalas SANS y SAPS. Por consiguiente, y para
obtener una definicién del endofenotipo respondedor mas especifica para trastorno
psicotico, incluimos en este estudio las definiciones de respondedor disefadas por
nuestro grupo en estudios previos sobre farmacogenética en psicosis (Vazquez-Bourgon
et al., 2010) en base a las escalas SAPS y SANS. Asi, para obtener las definiciones de
respuesta en clinica  positiva 'y respuesta en clinica negativa , se utilizaron

conjuntamente los 3 criterios siguientes:

Respondedor para sintomas positivos (SAPS) y negativos (SANS):
e Megjoria del 40% en la puntuacion total de la escala y
e Puntuacion total no sea superior a 8 puntos y

e Ningun item sea mayor o igual a 3.

La justificacion para la seleccion de estos 3 criterios se basa en la experiencia clinica del
equipo, y tiene como objetivo conseguir definiciones muy restrictivas y especificas de

respuesta en pacientes con clinica psicotica.
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Siguiendo las recomendaciones actuales para estudios de farmacogenética (Malhotra et
al., 2004) utilizamos el fenotipo de respuesta temprana, por lo que la categorizacioén de
los pacientes en respondedor y no respondedor se realizd en base a las evaluaciones
clinicas realizadas en el momento de la inclusion del paciente en el programa (basal) y a
las 6 semanas de haberse iniciado el tratamiento farmacologico (ver apartado 4.3.
Evaluacioén clinica). De esta manera, se consigue un mayor control sobre otros factores
que pueden tener una efecto sobre la respuesta (ej., adherencia terapéutica, consumo de

toxicos, interacciones farmacologicas).

En segundo lugar, se incluyd también una definicién longitudinal de respuesta, o
“mejoria clinica”, la cual permitié medir el efecto del tratamiento expresado a través de
los cambios en la gravedad clinica a lo largo del tiempo. Para ello utilizamos diferencias
entre las puntuaciones basales obtenidas en las escalas clinicas de evaluacion (BPRS,
SAPS, SANS) y las obtenidas a las 6 semanas de haber iniciado el tratamiento

antipsicotico.

Y por ultimo, incorporamos al estudio una definicion de resistencia terapéutica. Segin
esta definicion, un paciente sera identificado como resistente si ha precisado al menos
dos cambios de farmaco antipsicético, en cualquier momento del seguimiento clinico a
3 afos, debido a no presentar una adecuada respuesta evaluada por un psiquiatra
experto. Es preciso para considerar que no ha respondido a un farmaco que el paciente

lo haya tomado en dosis en rango terapéutico y al menos durante 21 dias.

4.5. Variables sociodemograficas y premorbidas

Para la recogida de informacién sociodemografica se utilizd6 un cuestionario de
variables sociodemograficas especificamente desarrollado para el estudio, el cual fue
administrado por un miembro del equipo de investigacion, tanto al paciente como a un
familiar de referencia, en el momento de la inclusion del paciente en el estudio. El
cuestionario recoge informacion relevante que incluye, entre otros, datos relacionados
con: edad, sexo, anos de educacion, procedencia del medio urbano o rural, asi como

datos de convivencia y apoyo familiar.
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Para la recogida de informacion premorbida se utilizd un cuestionario también
desarrollado especificamente para el estudio, el cual fue administrado a los pacientes y
familiares a lo largo de diferentes entrevistas realizadas por el equipo médico del
programa PAFIP. La informacion recogida incluyo, fundamentalmente, la evaluacion de
los antecedentes psiquiatricos y de psicosis tanto en los pacientes como en los
familiares, asi como una evaluacién de los sintomas y manifestaciones clinicas de

inicio de la enfermedad.

La duracién de la psicosis sin tratar (DUP) se definié como la duracion en meses desde
la aparicion del primer sintoma psicético que se mantuvo de forma continuada y el
establecimiento de un tratamiento adecuado. La duracion de la enfermedad sin tratar
(DUI) se defini6 como la duracion en meses desde la aparicion del primer sintoma
inespecifico relacionado con psicosis y que se dio asociado a un deterioro en el nivel de

funcionamiento previo del paciente y el inicio de un adecuado tratamiento.

4.6. Evaluacion cognitiva

La funcién cognitiva de los pacientes se evalud en tres momentos: en el periodo inicial
de la fase de contacto (evaluacion basal), al afio de seguimiento y a los 3 afios de
iniciarse el tratamiento. La evaluacion cognitiva inicial (basal) se realiz6é una vez que la
sintomatologia psicotica aguda se habia ya estabilizado, en la fase aguda inicial del
tratamiento. De esta manera se tratd de evitar la interferencia de la clinica aguda
psicotica en la ejecucion de los test cognitivos, facilitando ademas la consecucion de un
mayor nivel de colaboracioén de los pacientes. De media, la evaluacion cognitiva basal
se realizd 10 semanas después de iniciarse el tratamiento. La evaluacion cognitiva se
llevé a cabo por psicologos expertos y debidamente entrenados en las pruebas

utilizadas.

De acuerdo con Reichenberg (2010) idealmente una bateria para la evaluacion de déficit
cognitivo de pacientes con esquizofrenia debe estar compuesta por tests de facil
administraciéon y que evaluen de manera eficiente los dominios cognitivos afectados.
Siguiendo este criterio, se disenié una bateria de tests neurocognitivos para examinar los

dominios de funcidon cognitiva que presumiblemente estdn alterados en las psicosis,
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focalizando la atencion en las medidas de: habilidad verbal general, atencién, memoria

verbal, memoria visual, funcion ejecutiva y destreza motora.

De entre todas las pruebas incluidas en la bacteria neurocognitiva de evaluacion, se

seleccionaron para los estudios de esta tesis un subset de medidas para evaluar las

siguientes areas clave de funcionamiento cognitivo:

1.

Memoria verbal: para cuya medida se utilizo el Rey Auditory Verbal Learning
Test -RAVLT- (Rey, 1964), recuerdo diferido.

Memoria visual , para cuya evaluacion se usé el Rey Complex Figure —-RCF-
(Osterrieth, 1944), reproduccion diferida.

Funcion ejecutiva: para cuya evaluacion se aplicéd el Trail Making Test -TMT—
(Reitan y Wolfson, 1985), tiempo para completar el TMT-B menos el tiempo
para completar el TMT-A.

Memoria de trabajo : medida usando la Backward Digits Scale —WAIS III-
(Weschsler, 1997), sub-puntuacion total.

Velocidad de procesamiento: que fue medida mediante el subtest Digit Symbol
del WAIS-III (Weschsler, 1997), puntuacion total standard.

Destreza m otora: para para cuya medida se us6é el Grooved Pegboard
Handedness —GP— (Lezak, 1995), tiempo para completar con la mano
dominante.

Atencion: que fue evaluada usando el Continuous Performance Test —CPT—
(Cegalis y Bowlin, 1991), numero total de respuestas correctas.

Inteligencia pre-morbida: se calculd a partir del sub-test Vocabulario del WAIS-

IIT (Weschsler, 1997).

4.7. Adquisicion de imagenes mediante resonancia magnética

Las iméagenes de resonancia magnética (RM) fueron adquiridas en el Departamento de

Radiologia y Neuroimagen del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, mediante

un escaner 1.5 Tesla General Electric SIGNA System (GE Medical System, Milwaukee,

WI). Con dicho instrumento se obtuvieron imagenes T1 tridimensionales adquiridas,

usando una secuencia SPGR, en el plano coronal con los siguientes parametros: TE=

Sms, TR=24ms, NEX=2, angulo de rotacion= 45 grados, FOV= 26x24x18.8 cm, y
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matriz de 256x192x124. También se obtuvieron secuencias bidimensionales PD y T2,

con los siguientes pardmetros: 3.0 o 4.0 mm de grosor de los cortes coronales, TR=
3000ms, TE= 36 ms (para PD) y 96ms (para T2), NEX=1, FOV=26x26 cm,
matriz=256x192.

4.8. Procesamiento de imagenes

Las imagenes de RM fueron procesadas, en el Laboratorio de Neuroimagen del

programa PAFIP del Servicio de Psiquiatria, utilizando el software BRAINS2

(Andreasen et al., 1992b; Magnotta et al., 2002). Este programa ha sido desarrollado en

la Universidad de Iowa durante los ultimos 20 afios habiendo sido posteriormente

incorporado a nuestra Unidad. El andlisis de las imdgenes estd compuesto,

principalmente, de cuatro pasos que tienen como objetivo especifico:

i A

Alinear y co-registrar todas las secuencias a la misma orientacion y resolucion.
Realizar una clasificacion del tejido cerebral.
Definir los bordes del cerebro y parcelarlo en subregiones y estructura.

Realizar mediciones del volumen y grosor cortical.

El procedimiento aplicado puede ser descrito de manera resumida como sigue:

1.

3.

Las imagenes T1 fueron espacialmente normalizadas y recolocadas en voxels de
1 mm lo cual permite que el eje cerebral antero-posterior sea realineado en
paralelo a la linea que pasa por la comisura anterior y por la comisura posterior
(ACPC), y la linea interhemisférica sea alineada en relacion con los otros dos
ejes;

Las imagenes PD y T2 fueron superpuestas a la imagen T1 espacialmente
normalizada utilizando un programa automatico de registro. Estas imagenes
fueron sometidas a normalizacién espacial en el espacio de Talairach que
permite generar medidas automaticas de los lobulos frontal, parietal, temporal y
occipital;

Posteriormente, utilizando las imagenes T1, PD y T2, se cred una imagen Unica
segmentada mediante un andlisis discriminante en el cual cada punto de la

imagen es clasificado como substancia gris (SG), substancia blanca (SB) o
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liquido cefalorraquideo (LCR). A cada voxel se le asigna un nimero de 8 bits
indicando el contenido de tejido en el volumen parcial (10-70 para LCR, 70-190
para SG y 190-250 para SB). De esta forma, a cada voxel se le asigna un valor
que refleja la combinacion relativa de SG, SB o LCR y que nos permite una
correccion optima del volumen parcial;

4. Finalmente, a partir de estas imagenes bidimensionales segmentadas, se genero
una imagen tridimensional cerebral. Esta imagen clasificada atendiendo al tipo
de tejido, SG, SB o LCR, es entonces utilizada para generar una superficie
triangulada cortical que es el reflejo del centro paramétrico de la SG, 130, y que

representara el contorno exterior del cerebro.

La superficie triangulada permite la reconstruccion tridimensional del cerebro y resulta
de gran ayuda para la visualizacion general del recorrido de los surcos y de la
morfologia de los giros corticales. Dicha superficie triangulada es utilizada en el analisis
morfologico cerebral como base para el calculo del grosor cortical de SG y la superficie
cortical de cada region. El grosor de la capa cortical se calcula como la minima
distancia entre el 100% de la superficie del triangulo de materia gris y el cociente entre

el 50% de materia gris superficial y el 50% de materia blanca.

4.9. Técnicas de genotipado

El DNA fue extraido de células blancas periféricas de sangre venosa siguiendo un

protocolo adecuadamente estandarizado.

Se seleccionaron 3 polimorfismos de nucledtido simple (SNPs: Single Nucleotide
Polymorphism) de interés del gen DISCI en base a su asociacion previa con riesgo de
presentar esquizofrenia o con diferencias en alguno de los endofenotipos de la
enfermedad (ver apartado 1. Introduccion). Asi, los SNPs seleccionados para los
estudios presentados en esta tesis fueron: el rs821616, el rs6675281, y el rs1000731. El
rs821616 (A/T) esta localizado en el exon 11 y consiste en un cambio de aminoacido de
serina a cisteina; el rs6675281 (C/T), localizado en el exon 9, presenta una sustitucion
de aminoécido de leucina por fenilalanina. Y el rs1000731 (G/A, ex6n 9) es un SNP

sinébnimo, que combinado con el rs6675281 esta incluido en un haplotipo previamente
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descrito asociado con trastorno del espectro de la esquizofrenia -HEP1- (Hennah et al.,
2005). Ademas, dos de los SNPs seleccionados para el estudio, el rs821616 y el
rs6675281, han sido descritos previamente como funcionales (Leliveld et al., 2009;

Eastwood et al., 2009).

Estos SNPs del gen DISCI fueron genotipados usando la técnica SNPlex (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La técnica de SNPlex (Applied Biosystems)
permite el genotipado simultaneo de 48 SNPs por pocillo. La discriminacion de los dos
alelos de un SNP se lleva a cabo mediante una ligacion especifica de alelo (OLA), en la
que se utilizan dos oligonucledtidos con el nucledtido del SNP en el extremo 3’ y un
oligonucle6tido comiin que se une a la regién adyacente al SNP. Los productos de la
ligacion se amplifican mediante una reaccion de PCR multiplex que utiliza como
cebadores las secuencias universales presentes en los oligonucleotidos. Tras la reaccion
de PCR, los amplicones se hibridan a una mezcla de sondas fluorescentes (sondas
ZipChute), complementarias a las secuencias ZipCode también presentes en los
oligonucleotidos, y = que muestran movilidades tnicas y pre-optimizadas en una
electroforesis capilar. La identificacion de las sondas ZipCute que han hibridado se
realiza en un analizador de DNA 3130xl (Applied Biosystems) y los resultados se

analizan con el software GeneMapper 3.7.

Para facilitar el andlisis estadistico y la comparacion de los resultados con los estudios
previos realizados sobre DISCI los sujetos fueron agrupados como portadores-Phe vs.
homocigotos-Leu (Phe-Car vs Leu/Leu) para el rs6675281; portadores del alelo Cys vs.
homocigotos del alelo Ser (Cys-Car vs Ser/Ser) para el rs821616; y homocigotos del
alelo G vs portadores del alelo A (A-car vs G/G) para el rs1000731.

Las muestras bioldgicas fueron recogidas, tratadas y almacenadas siguiendo
estrictamente los protocolos de calidad establecidos en el Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla, y garantizando la seguridad y confidencialidad de los datos del
donante. Las muestras biologicas fueron almacenadas, siguiendo un protocolo
especifico, en el Biobanco Marqués de Valdecilla del Instituto de Investigacion
Valdecilla (IDIVAL). Todos los genotipados se hicieron de forma ciega, con las

muestras de pacientes y de controles seleccionadas aleatoriamente.
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4.10. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos fue realizado utilizando el paquete estadistico para las
Ciencias Sociales (SPSS Inc, Chicago, Illinois). La descripcion detallada del andlisis
estadistico utilizado en cada uno de los estudios incluidos en esta tesis se puede
encontrar en la seccion correspondiente de metodologia que aparece en cada uno de
ellos (ver apartado 6. Publicaciones). Sin embargo, a modo de resumen podemos decir
de manera especifica y en funcion del tipo de estudio, se adoptaron a nivel general las

siguientes estrategias de analisis:

1. Prueba de Chi-cuadrado de Pearson.

2. Prueba analisis de la varianza (ANOVA) y Prueba de andlisis de la covarianza
(ANCOVA).

3. ANCOVA de medidas repetidas.

Para examinar si existian diferencias en la distribucion de genotipos en variables
sociodemograficas o clinicas, tanto en las comparaciones entre pacientes y controles o
entre pacientes, se utiliz6 la prueba Chi-cuadrado de Pearson cuando las variables eran
cualitativas; y la comparacion de medias con la prueba andlisis de la varianza

(ANOVA) cuando las variables eran cuantitativas.

De la misma manera para comprobar si las frecuencias genotipicas de pacientes y
controles se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizé la prueba Chi-

cuadrado de Pearson.

En los estudios de morfologia cerebral y funcionamiento cognitivo se siguié una
misma metodologia estadistica, basada en el estudio transversal y longitudinal de las
variables principales, utilizando segiin procediera analisis como: analisis de covarianza

o analisis de varianza de medidas repetidas:

a. Asi, para el anélisis de las posibles diferencias entre genotipos en el grosor de la
corteza cerebral o en el funcionamiento cognitivo en los estudios transversales

(basal y tras tres afios de tratamiento), se realizO un analisis de covarianza
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b.

(ANCOVA). De tal forma que, en cada Modelo Lineal General, las variables
dependientes fueron las diferentes medidas cognitivas y las variables de grosor
de corteza cerebral respectivamente, y las variables independientes fueron los
genotipos. En estos andlisis incluimos como co-variables aquellas medidas
susceptibles de influir en el posible efecto del genotipo, como son el sexo, la
edad, los afios de educacion y el 1Q premoérbido para los estudios de cognicion y
el sexo, la edad y el volumen intracraneal para los de corteza cerebral. Todas las

comparaciones post-hoc fueron corregidas con Bonferroni.

Y para investigar el efecto del genotipo de cada polimorfismo DISCI
(rs6675281, rs1000731, rs821616) sobre la evolucion en el tiempo, a largo
plazo (3 afios), tanto del funcionamiento cognitivo como del grosor de la
corteza cerebral, se realizaron analisis de Modelo General Lineal (GLM) de
medidas repetidas. Asi, cada una de las variables cognitivas y morfologicas
fueron estudiadas como variables dependientes, los grupos genotipos como
variables inter-sujeto y el tiempo (basal, 3 afios) como variable intra-sujeto.
Ademas se examinaron los efectos del tiempo (dimension longitudinal), y
tiempo por grupo genotipico (efecto de la interaccion). En los andlisis
longitudinales mencionados se incluyeron como covariables el sexo, la edad, los
afios de estudios y el IQ premodrbido para el estudio sobre cognicion; y el sexo,
la edad y el volumen intracraneal en el estudio sobre grosor de corteza cerebral.

De nuevo, todas las comparaciones post-hoc fueron corregidas con Bonferroni.

El tamano del efecto (cuando fue preciso) fue calculado utilizando el test d de Cohen.

Se implementd una correccion por comparaciones multiples (cuando fue requerido)

utilizando un método restrictivo en el cual el umbral de significacion estadistica

estandar (0,05) fue dividido por el numero de anélisis estadisticos realizados (numero de

SNPs analizados, o numero de tests cognitivos utilizados).
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Por ultimo, en el estudio de la respuesta clinica se siguié una estrategia de analisis
estadistico en dos fases:

a. En la primera y como medida primaria de oufcome la respuesta clinica fue
analizada como variable categorica. Para estos andlisis se utiliz6 la prueba Chi-
cuadrado de Pearson al comparar la frecuencia de genotipos en los grupos de
pacientes definidos como respondedores y no respondedores, y de la misma
manera entre pacientes resistentes y no resistentes.

b. En la segunda fase, y como mecanismo de validacion de posibles resultados
positivos, la respuesta clinica fue evaluada como variable continua, utilizando la
prueba de andlisis de la covarianza de medidas repetidas. En dicho andlisis se

ajusto por posibles variables de confusion, como el sexo y la edad de inicio.
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Resultados

Este capitulo de Resultados consta de tres apartados:

En el primer apartado (5.1. Descripcion de la poblacién muestral), se describen de
forma concisa las caracteristicas principales de la poblacién sobre la que se han
realizado los diferentes estudios cientificos descritos en las publicaciones que componen
esta tesis doctoral. Poblacion que, como se ha indicado en el capitulo de Material y

Meétodos, pertenece al Programa de Atencion a las Fases Tempranas (PAFIP).

En el segundo apartado (5.2. Resultados de estudios ya publicados) se realiza una
descripcion resumida de los principales resultados publicados en los articulos que

componen esta tesis doctoral:

1. A Disrupted-in-Schizophrenia I Gene Variant is Associated with Clinical
Symptomatology in Patients with First-Episode Psychosis. Vazquez-Bourgon J,
Mata I, Roiz-Santidfiez R, Ayesa-Arriola R, Suarez Pinilla P, Tordesillas-
Gutiérrez D, Vazquez-Barquero JL, Crespo-Facorro B. Psychiatry Investig.
2014 Apr;11(2):186-91. doi: 10.4306/pi.2014.11.2.186.

2. Effect of DISCI polymorphisms on the long-term course of neurocognitive
deficits in non-affective psychosis. Vazquez-Bourgon J, Ayesa-Arriola A,
Fatj6-Vilas M, Roiz-Santianez R, Fafiands L, Crespo-Facorro B. European

Psychiatry. 2015;30:861-867. doi: 10.1016/j.eurpsy.2015.07.007.

3. Variations in Disrupted-in-Schizophrenia 1 gene modulate long-term
longitudinal differences in cortical thickness in patients with a first-episode of
psychosis. Vazquez-Bourgon J, Roiz-Santiafiez R, Papiol S, Ferro A, Varela-
Goémez N, Fafianas L, Crespo-Facorro B. Brain Imaging Behav. 2015 Jul 26.
[Epub ahead of print]. doi: 10.1007/s11682-015-9433-1.

En el tercer apartado (5.3. Resultados de estudios que se encuentran en proceso de
publicacion) se describen resultados, que se encuentran en el momento actual en
proceso de publicacion, sobre la relacion de las variaciones en el gen DISCI y su

posible efecto sobre la respuesta farmacologica en la psicosis no afectiva.
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5.1. Descripcién de la poblacion muestral

La muestra sobre la que se basan los trabajos incorporados en esta tesis procede del
programa PAFIP y se compone de un total de 272 pacientes afectados de un primer

episodio de psicosis no afectiva, y no tratados previamente (drug-naive).
A continuacion describimos las caracteristicas sociodemograficas y clinicas mas

relevantes de la muestra en su conjunto, asi como los valores relativos a los

endofenotipos que se han estudiado.

5.1.1. Caracteristicas sociodemogréaficas y consumo de sustancias

La Tabla 1 resume de forma numérica las principales caracteristicas sociodemograficas
de la poblacion de estudio, la cual presenta un ligero predominio de varones y una edad

media global de 29,2 afios (mediana: 27,4; min-Max.: 15,4-57,8).
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas principales

Caracteristicas sociodemograficas N %
Sexo Varon 157 57,7
Mujer 115 423
Lateralidad Diestro 121 91,0
Zurdo 8 6,0
Ambidiestro 4 3,0
Nivel académico | Estudios primarios 129 47,4
Estudios medios 104 38,2
Estudios superiores 39 14,3
Estado civil Soltero 211 77,6
Pareja estable 42 15,4
Separado/Divorciado 19 7,0
Apoyo Si 93 35,8
No 167 64,2
Convive Solo 42 15,4
Pareja 43 12,1
Padres 149 54,8
Otros familiares 19 7,0
Otros 19 7,0
Habita zona Rural 69 25,5
Urbana 202 74,5
Ocupacion Estudiante 42 16,7
Ocupado 78 31,0
Incapacidad Temporal 7 2,8
Desempleado 112 44,5
Pension incapacidad 1 0,4
Pension viudedad/orfandad 1 0,4
Tareas hogar 11 4.4
Nivel académico | Estudios primarios 129 47,4
Estudios medios 104 38,2
Estudios superiores 39 14,3
Fuente ingresos Salario-Desempleo 111 424
Pension 3 1,1
Dependencia familiar 143 54,6
Otros 5 1,9
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Como se aprecia en la tabla 2 el consumo de sustancias, tanto legales como ilegales, es
relativamente alto en la muestra estudiada. Dentro de dicho consumo es de destacar el

consumo de cannabis, no solo por su elevada frecuencia, sino también por la edad media

de inicio tan baja que presentan los pacientes consumidores en nuestra muestra.

Tabla 2. Consumo de toxicos

Sustancia Si Esporadico No Edad inicio (afios)
N (%) N (%) N (%) Media (min-Méx.)
Tabaco 158 (58,1) 1(0,4) 113 (41,5) 16,0 (8-21)
Alcohol 85 (31,4) 63 (23,2) 123 (45,4) 15,8 (12-19)
Cannabis 108 (39,7) 10 (3,7) 154 (56,6) 17,2 (12-38)
Cocaina 22 (8,1) 36 (13,2) 214 (78,7) 18,5 (12-23)
Anfetaminas 10 (3,7) 17 (6,3) 245 (90,1) 17,6 (12-20)
Alucingenos 7(2,6) 11 (4,0) 254 (93,4) 16,5 (12-20)

5.1.2. Caracteristicas clinicas basales

Los diagnésticos (DSM-1V) fueron confirmados, tras 6 meses de seguimiento clinico, a
través de una entrevista semi-estructurada (SCID-I). En la tabla 3 vemos la relacion de

diagnosticos de la muestra, siendo el mas frecuente el de esquizofrenia, con 158 casos

(58%).

Tabla 3. Frecuencia diagnostica

Diagnostico N %
Esquizofrenia 158 58,1
Tr. Psicético breve 23 8,5
Tr. Psicotico no especificado 17 6,3
Tr. Esquizofreniforme 67 24,6
Tr. Esquizoafectivo 5 1,8
Tr. Delirante 2 0,7
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De estos pacientes tan solo 9 (3,6%) estaban ya en tratamiento antipsicotico en el
momento de ser incluidos en el programa, siendo la media de tiempo que llevaban

tomando el tratamiento de 2,3 semanas (mediana: 1 semana; min-Max.: 1-6 semanas).

Los pacientes presentaron una edad media de inicio de la enfermedad de 27,8 afios (ver
tabla 4), con duraciones de la psicosis sin tratar (DUP) medias de 14,4 meses. Vemos
ademas que presentaban, en el momento de su inclusion en el programa, y por tanto en
el momento del inicio del tratamiento, una gravedad clinica alta, medida por las escalas

BPRS, SAPS y SANS.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de presentacion y gravedad basal

Caracteristicas Media | Mediana | min-Max
Edad de inicio (afios) 27,8 26,2 14,8-55.8
DUP (meses) 14,4 4 0,2-288
DUI (meses) 29,5 12,5 0,2-288
BPRS 61,2 60,0 32-106
SAPS 13,2 13,0 4-25
SANS 7,3 5,5 0-25
Dimension positiva 7,4 7,0 2-10
Dimension negativa 5,6 4,0 0-20
Dimension desorganizada 5.8 5,0 0-15
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5.1.3. Medidas de estructura cerebral

La tabla 5 resume las principales medidas relativas a la estructura cerebral de los

pacientes, centrandose como vemos en el volumen intracraneal y el grosor cortical en el

momento de su inclusion en el programa.

Tabla 5. Medidas basales de corteza cerebral

Medidas cerebrales Media Mediana min-Max
Volumen intracraneal 1374,83 1381,70 1047,71-1747,97
Grosor cortical total 3,979 3,918 3,110-4,890
Grosor cortical frontal 4,217 4,149 3,048-5,324
Grosor cortical occipital 3,170 3,149 2,529-4,243
Grosor cortical parietal 3,712 3,669 3,051-4,808
Grosor cortical temporal 4,234 4,168 3,458-5,600

5.1.4. Medidas de funcionamiento neurocognitivo

La tabla 6 resume las principales medidas relativas al funcionamiento cognitivo basal,

centrandose como vemos en aquellas que han sido identificadas como mas relevantes

para el estudio de la etiopatogenia y el analisis del curso evolutivo de estos pacientes.

Tabla 6. Medidas basales de funcionamiento cognitivo

Dominio cognitivo Prueba cognitiva* Media Mediana min-Max
Memoria verbal RAVLT 7,29 7,00 0-15
Memoria visual RCF 18,42 18,50 2,00-32,50
Inteligencia pre-morbida | WAIS vocabul. 8,94 9,00 1-19
Memoria de trabajo WAIS dig. inversos 5,49 6,00 2-13
Funcion ejecutiva TMTb-TMTa 56,99 44,00 (-)68-255
Velocidad de WAIS clave num. 6,59 6,00 1-13
procesamiento

Atencion CPT 69,50 76,00 12-80
Destreza motora GPO 71,16 66,00 43-347

* Para descripcion de las pruebas ver Apartado 4.6. Evaluacion cognitiva.
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5.1.5. Frecuencias genotipicas y alélicas. Riesgo de psicosis

Las tablas 7, 8, y 9 muestran las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos,
rs1000731, rs6675281 y rs821616 respectivamente, tanto para los pacientes de la
muestra de estudio como de los controles sanos reclutados para explorar el posible

efecto del gen DISC1 sobre el riesgo de psicosis.

Seglin estos resultados las frecuencias alélicas y genotipicas fueron las esperadas para la
poblacion  étnica  estudiada (de acuerdo con HapMap poblacion CEU;

http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Ademés, en base a estas frecuencias genotipicas

pudimos confirmar que tanto los pacientes como los controles se encontraban en

Equilibrio Hardy-Weinberg para los tres SNPs estudiados.

No encontramos ninguna diferencia estadisticamente significativa al comparar las
frecuencias genotipicas o alélicas entre pacientes y controles sanos (todas las p>0,05;
ver tablas 7, 8, y 9) por lo que podemos concluir que ninguno de los tres polimorfismos
del gen DISCI estudiados en esta tesis doctoral representan un factor de riesgo para
presentar un trastorno psicotico del espectro de la esquizofrenia en esta poblacion

caucasica.

Tabla 7. Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo rs1000731

Paciente Control Estadistica
N (%) N (%) Xip
Genotipo
A/A 6(2,7) 8(2,6) 0,244; 0,855
A/G 71 31,4) 103 (33,4)
G/G 149 (65,9) 197 (64,0)
Genotipo agrupado
Al- 77 (34,1) 111 (36,0) 0,221; 0,638
Alelo % %
A 0,18 0,19 0,155; 0,694
G 0,82 0,81
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo rs6675281

Paciente Control Estadistica
N (%) N (%) X;p
Genotipo
Cc/C 179 (79,2) 247 (78,7) 0,591; 0,744
C/T 44 (19,5) 60 (19,1)
T/T 3(1,3) 7(2,2)
Genotipo agrupado
T/- 47 (20,8) 67 (21,3) 0,023; 0,879
Alelo % %
0,89 0,88 0,135; 0,713
0,11 0,12

Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas para el polimorfismo rs821616*

Paciente Control Estadistica
N (%) N (%) X5 p
Genotipo
A/A 14 (6,6) 26 (8,6) 2,038; 0,361
A/T 91 (42,7) 112 (37,0)
T/T 108 (50,7) 165 (54,5)
Genotipo agrupado
T/- 199 (93,4) 277 (91,4) 0,705; 0,401
Alelo % %
A 0,28 0,27 0,095; 0,758
T 0,72 0,73

*Datos ya presentados en la publicacion 1 (Vazquez-Bourgon et al., 2014)
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5.2. Resultados de estudios ya publicados

En este apartado se describen de manera concisa los resultados de los trabajos que,
centrados en el tema objeto de estudio, han permitido elaborar las publicaciones que
constituyen la parte central de esta tesis doctoral. La vision completa de dichas

publicaciones y de sus resultados se recoge en el apartado 6 (Publicaciones).

5.2.1. Publicacion 1: Asociacion de una variacion en el gen Disrupted-in-
Schizophrenia 1 con sintomatologia clinica en pacientes con un

primer episodio de psicosis.

A Disrupted-in-Schizophreni a I Gene Variant is Associated with Clinical
Symptomatology in Patients with F irst-Episode Psychosis. Vdzquez-Bourgon J, Mata I,
Roiz-Santianiez R, Ayesa-Arriola R, Sudrez Pinilla P, Tordesillas-Gutiérrez D, Vazquez-
Barquero JL, Crespo-Facorro B. Psychiatry Investig. 2014 Apr;11(2) 2186-91. doi:
10.4306/pi.2014.11.2.186.

El objetivo de este estudio fue analizar la posible relacion entre el gen Disrupted-in-
Schizophrenia 1 y la presentacion clinica de un primer episodio psicético, tanto a nivel
de gravedad psicopatolégica como a nivel de otras variables clinicas y
sociodemograficas de gran relevancia en la enfermedad. Para esto se estudi6 una
muestra de 213 pacientes caucdsicos con un primer episodio de psicosis no afectiva, a
los que se les realizd6 en el momento del primer contacto con el programa una
evaluacion psicopatoldgica exhaustiva, incluyendo entre otras las escalas
psicopatologicas BPRS, SANS y SAPS. Ademads se realizaron técnicas de genotipado
para el polimorfismo rs821616 (Ser704Cys) del gen DISCI. De la misma forma se
genotiparon muestras sanguineas de un grupo control (N=303) obtenido del Banco de

Sangre del HUMV.

Como punto de partida se explord la posible relacion entre el gen Disrupted-in-
Schizophrenia I, con el riesgo de padecer un trastorno psicotico del espectro de la

esquizofrenia. En contraposicion de los datos obtenidos previamente en otras
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poblaciones en nuestro estudio no se observo un mayor riesgo de padecer psicosis
asociado a este polimorfismo (Alélico: X2=0,O9; p=0,76; Genotipico: X2=2,04; p=0,36).
Tampoco se observaron asociaciones entre este polimorfismo y variables clinicas

significativas, como la edad de inicio de la enfermedad o la DUP (todas las F < 1,80;

todas las p 2 0,18), ni con otras variables sociodemograficas como el sexo o la edad

(todas las X” < 3,52; todas las p > 0,08).

Al estudiar la posible relacion entre el polimorfismo rs821616 y la gravedad en la
presentacion clinica, a través del analisis de las puntuaciones en las escalas SANS y
SAPS, no encontramos ninguna relacion significativa (todas las F < 1,06; todas las p >
0,30). Sin embargo, al profundizar en dicho analisis y estudiar la gravedad
psicopatologica de una manera mas especifica, a través del uso de dimensiones
psicopatologicas, encontramos que el alelo Ser contribuia significativamente a la
gravedad de la sintomatologia psicdtica positiva, presentado aquellos pacientes
homocigotos para el alelo Ser del rs821616 una mayor gravedad en la dimension
positiva que los pacientes portadores del alelo Cys (F=6,85; p=0,009). Pero ademas, al
analizar por separado los items (sintomas) que componen la dimension positiva (i.e.
alucinaciones y delirios) encontramos que el rs821616 se asociaba a diferencias en la

severidad de las alucinaciones (F=5,75; p=0,017).
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5.2.2. Publicacion 2: Efecto de polimorfismos DISC1 sobre el curso a largo

plazo de déficits neurocognitivos en psicosis no afectiva.

Effect of DISCI polymorphism s on the long-term course of neurocognitive deficits in
non-affective psychosis. Vazquez-B ourgon J, Ayesa-Arriola A, Fatjo-Vilas M, R  oiz-
Santiariez R, Fariands L, Crespo-Facorro B. European Psychiatry. 2015,30:861-867.
doi: 10.1016/j.eurpsy.2015.07.007.

En este estudio se investiga la posible influencia de polimorfismos del gen DISCI sobre
el déficit neurocognitivo que suele ir acompafniando a los cuadros psicéticos del espectro
de la esquizofrenia. De forma concreta se explora en ¢l si el gen DISCI modula el curso

de estos déficits a largo plazo (3 afios).

Ciento treinta y tres pacientes con un primer episodio de psicosis no afectiva fueron
sometidos a técnicas de genotipado del gen DISCI y completaron una bateria
neurocognitiva a nivel basal y a los 3 afios de seguimiento. Esta bateria
neuropsicologica se disefid de tal forma que analizase los principales dominios
cognitivos normalmente afectados en la esquizofrenia. Para evitar los efectos de
confusion derivados del tratamiento asi como de la sintomatologia psicética presente en
la fase aguda del cuadro clinico, la evaluacion basal se realizé una vez controlada la

sintomatologia aguda, 10 semanas de media tras entrar en el programa.

Se seleccionaron tres polimorfismos del gen DISCI, en funcion de los datos publicados
previamente, y se explord su grado de asociacion con la cognicidn en los pacientes con
psicosis. Estos SNPs fueron el rs821616 (Ser704Cys), rs6675281 (Phe607Cys), y
rs1000731. Los pacientes se agruparon en funcion de estar o no en posesion del alelo de
riesgo para cada polimorfismo: rs821616 (AA vs. T/-); rs6675281 (CC vs. T/-);
rs1000731 (GG vs. A/-). Las frecuencias genotipicas de los pacientes para los

polimorfismos examinados se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tanto las frecuencias alélicas como genotipicas fueron las esperadas para la poblacion
étnica estudiada. No se hallaron diferencias en ninguna de las variables

sociodemograficas en base a los genotipos DISC/ (todas la p > 0,05).
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En primer lugar estudiamos el posible efecto de los polimorfismos del gen DISCI sobre
la variacion a largo plazo (3 afos) en el funcionamiento neurocognitivo de los pacientes.
En este sentido encontramos que el polimorfismo rs1000731 modulaba el curso del
déficit neurocognitivo presente al inicio de la enfermedad, de tal forma que la presencia
o no del alelo A determinaba una diferente evolucién a largo plazo en el funcionamiento
de los dominios cognitivos memoria de trabajo (F=7,781; df=1; p=0,006; dconen=0,599)
y atencion (F=14,451; df=1; p<0,001; dcohen=0,714).

Con respecto al polimorfismo rs821616 encontramos una relacion con el curso a largo
plazo del funcionamiento del dominio destreza motora en los pacientes (F=11,129;
df=1; p=0,001; dcohen=0,450), de tal forma que los pacientes homocigotos para el alelo

A (Ser) presentaban una mejor evolucion en este dominio tras 3 afios de tratamiento.

Contrariamente a lo esperado no encontramos ninguna relaciéon entre el curso en el

funcionamiento cognitivo y el polimorfismo rs6675281.

Posteriormente se explord si existia alguna relacion entre los polimorfismos y la
evaluacion neurocognitiva de forma transversal al inicio del tratamiento y tras 3 afos de
seguimiento. Encontramos que el polimorfismo rs1000731 del gen DISCI modulaba el
funcionamiento neurocognitivo de los pacientes con un primer episodio psicotico al
inicio del tratamiento, concretamente en los dominios cognitivos memoria de trabaj o
(F=6,827; df=1; p=0,010; dcohen=-0,548) y atencion (F=9,033; df=1; p=0,003;

dcohen=-0,619). Sin embargo esta relacion no existia tras 3 afios de tratamiento.

Con relacion al polimorfismo rs821616, encontramos también una asociacion al
funcionamiento neurocognitivo basal aunque no a los 3 afios de tratamiento. Asi, al
inicio del tratamiento, los pacientes con un primer episodio de psicosis homocigotos
para el alelo Ser (A), presentaban un peor funcionamiento en el dominio destreza

motora que el resto de pacientes (F=8,246; df=1; p=0,005; dcohen=0,4006).
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5.2.3. Publicacion 3: Variaciones en el gen Disrupted-in-Schizophrenia 1
modulan las diferencias longitudinales de la corteza cerebral a largo

plazo en pacientes con un primer episodio de psicosis.

Variations in Disrupted-in-Schizophreni a 1 gene modulatel  ong-term longitudinal

differences in cortica l thickness in p atients with a firs t-episode of psychosis. Vizquez-
Bourgon J, Roiz-Santiaiiez R, Papiol S, Ferro A, Varela-Gomez N, Fananas L, Cr espo-
Facorro B. Brain Imaging Behav. 2015 Jul 26. [Epub ahead of print /. doi:

10.1007/s11682-015-9433-1.

El objetivo de este estudio fue analizar el posible efecto del gen DISCI sobre la
variacion a largo plazo (3 afios) de la estructura cerebral, en concreto del grosor de la
corteza cerebral, en pacientes con un primer episodio psicético. Con este fin, setenta y
nueve pacientes de origen caucésico y que presentaban un primer episodio psicotico no
afectivo, fueron sometidos al genotipado de polimorfismos del gen DISCI y se

sometieron a pruebas de RMN en la fase basal y tras 3 afios de recibir tratamiento.

Los pacientes fueron sometidos al genotipado de los polimorfismos rs821616 y
16675281, y agrupados en funcion del alelo de riesgo de cada polimorfismo: portadores
Phe vs homocigotos Leu para el rs6675281; portadores Cys versus homocigotos Ser

para el rs821616)

Los pacientes se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg para los polimorfismos
estudiados. Ademas las frecuencias alélicas y genotipicas fueron las esperadas para la
poblacion  étnica  estudiada (de acuerdo con HapMap poblacion CEU;

http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/).

No encontramos relacion entre los genotipos y las variables sociodemograficas y
clinicas relevantes y en algin caso subsidiarias de representar posibles factores de
confusion en este estudio como son la edad, el sexo, la edad de inicio, la lateralidad, el
volumen intracraneal, el nivel de educacion, el consumo de alcohol y cannabis, la DUP,

la DUI, la dosis acumulada equivalente de clorpromazina, o la gravedad de la clinica
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psicotica (BPRS, SANS, y SAPS) (todas las F < 2,26 y las p > 0,14; y todas las X* <
4,58 y las p > 0,10).

En un primer momento estudiamos la posible relacion entre el gen DISC! y el patron de
variacion a largo plazo en el grosor de la corteza cerebral. Para ello analizamos tanto el
grosor de la corteza cerebral globalmente como en los diferentes lobulos (frontal,
parietal, temporal, y occipital). Asi encontramos que el polimorfismo rs6675281 se
relaciona con un distinto curso evolutivo a largo plazo (3 afos) valorado tanto en
funcién del grosor de la corteza medido a nivel globalmente (F=8,812; p=0,004) como
mas especificamente en los 16bulos frontal (F=7,669; p=0,007) y temporal (F=11,510;
p=0,001). Asi, aquellos pacientes homocigotos para el alelo Leu presentaban un
adelgazamiento de las cortezas en esas areas mientras que los pacientes portadores de

alelo Phe presentaban un incremento de grosor.

Respecto al polimorfismo rs821616 no encontramos ninguna relacion entre variaciones
en el cambio de grosor en la corteza cerebral y el polimorfismo rs821616 en solitario.
Sin embargo, cuando combinamos este polimorfismo con el rs66785281 observamos un
efecto sinérgico por el cual aquellos pacientes homocigotos para alguno de los alelos de
riesgo de uno o ambos polimorfismos presentaban una peor evolucion de la corteza
cerebral a largo plazo que aquellos que no presentaban homocigosis para ninguno de los
alelos de riesgo. Este efecto sinérgico se manifesté en el grosor de la corteza cerebral
globalmente (F=3,99; p=0,025), asi como en el de los 16bulos frontal (F=3,67; p=0,032)
y temporal (F=4,73; p=0,013).

Posteriormente analizamos la posible existencia de asociacion entre estos polimorfismo
del gen DISCI y diferencias estructurales cerebrales de forma transversal, al inicio del
tratamiento y a los 3 afos de tratamiento. Contrariamente a lo esperado, no encontramos
ninguna relacion entre los genotipos del gen DISCI y diferencias en el grosor de la
corteza cerebral ni basales (todas las F < 2,67; todas las p > 0,1) ni tras 3 afios de

tratamiento (todas las F <1,21; todas las p > 0,3).
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5.3. Resultados de estudios en proceso de publicacion

Como complemento a los resultados publicados en los 3 articulos mencionados en el
apartado anterior, y para completar el estudio del efecto del gen DISCI sobre la
esquizofrenia a través de sus endofenotipos, se ha realizado un estudio de
farmacogenética del gen DISCI en la misma muestra de pacientes con un primer

episodio de psicosis no afectiva, cuyos resultados se describen a continuacion.

5.3.1. Variaciones del gen DISC1 y su implicacion en la respuesta

farmacoldgica.

Se analiza en este trabajo de manera especifica la posible relacién de las variaciones en

este gen con la respuesta clinica al tratamiento farmacoldgico antipsicético.

Se seleccionaron para este estudio, procedentes del programa PAFIP, un total de 222
pacientes de origen caucdsico con un primer episodio psicotico no afectivo y que no
habian recibido tratamiento antipsicético previo. Dichos pacientes fueron asignados, de
forma aleatoria y ciega, a una de las seis lineas diferentes de tratamiento antipsicético
(i.e.: haloperidol; olanzapina; risperidona; aripiprazol; quetiapina; ziprasidona). Los
pacientes fueron sometidos al genotipado de los siguientes polimorfismos del gen
DISCI: 156675281, rs821616, y rs1000731. La evolucion de los pacientes fue realizada
por un psiquiatra experto, y ciego al genotipado, en el momento del primer contacto con

el programa (basal), y tras 6 semanas de comenzar el tratamiento antipsicético.

Para este estudio se utilizaron 3 definiciones de respuesta a tratamiento antipsicotico.

Una primera, definida como estandar, en la que el punto de corte era un descenso de al
menos un 40% de la escala BPRS a las 6 semanas (Crespo-Facorro et al., 2007). Y dos
definiciones mas especificas del endofenotipo de respuesta terapéutica en clinica
psicoética, basadas en las escalas SAPS y SANS respectivamente (Vazquez-Bourgon et
al., 2010). Para estas dos ultimas definiciones de respuesta en clinica negativa y positiva

se utilizaron los siguientes tres criterios: a.- reduccion de al menos el 40% de la
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puntuacion basal; b.- una puntuacion final menor de 8; y c.- ningin item final con

puntuacion de 3 o mas.

Ademas se incluy6 en el estudio la variable de Resistencia al tratamiento antipsicotico .
En dicha variable se consider6 como resistente todo aquel paciente que, habiendo
recibido tratamiento antipsicoOtico a dosis terapéuticas correctas y durante un minimo de
21 dias, no respondi¢ al tratamiento, requiriendo al menos dos cambios de tratamiento.
Con el uso de esta definicion se pretende medir el posible efecto del gen DISCI sobre
uno de los extremos del endofenotipo farmacogenético de respuesta terapéutica. Ello
permite que se incremente la posibilidad de encontrar asociaciones en el caso de que

este gen tenga un efecto sobre este endofenotipo.

De la muestra inicial de 220 pacientes se obtuvieron datos con suficiente calidad tanto
en lo que concierne a la clinica basal y a las seis semanas como al genotipado de los
polimorfismos indicados, en: 190 casos para el rs1000731; 188 para el rs6675281, y;
180 para el rs821616.

Los pacientes fueron agrupados, siguiendo la estrategia metodologica de estudios
previos, y para permitir comparaciones con los mismos, en base al alelo de riesgo de
cada polimorfismo, de la siguientes manera: portadores Phe vs homocigotos Leu para el
rs6675281; portadores Cys versus homocigotos Ser para el rs821616, y; homocigotos G
vs portadores del alelo A para el rs1000731.

Desde el punto de vista del analisis estadistico se utilizaron dos tipos de estrategia. En
primer lugar se aplicd la prueba de Chi-cuadrado de Pearson para estudiar posibles
diferencias en la distribucion de genotipos o en las frecuencias alélicas entre
respondedores y no respondedores, asi como entre pacientes resistentes y no resistentes.
En segundo término, para estudiar el posible efecto de este gen sobre las variaciones
longitudinales de la gravedad clinica (mejoria clinica) utilizamos la prueba Modelo
General Lineal (GLM) de medidas repetidas. Asi, cada una de las variables de gravedad
clinica (BPRS, SAPS, SANS, y las 3 dimensiones clinicas SAPS-SANS) fueron
estudiadas como variables dependientes, los grupos genotipos como variables inter-

sujeto y el tiempo (basal, 6 semanas) como variable intra-sujeto. Ademads se examinaron
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los efectos del tiempo (dimension longitudinal), y tiempo por grupo genotipico (efecto

de la interaccion). Se incluyeron como covariables el sexo y la edad.

Los pacientes estaban en equilibrio Hardy-Weinberg para los polimorfismos estudiados.
No se encontré en la muestra estudiada ninguna asociacion entre los genotipos y
variables clinicas que podrian representar factores de confusion en el andlisis de la
respuesta terapéutica, como son el sexo, la edad de inicio, la DUP, o el consumo de

cannabis.

Las tablas 10, 11 y 12 muestran los resultados de analizar la relacion entre los
polimorfismos del gen DISCI y la respuesta terapéutica al tratamiento antipsicotico

siguiendo las 3 definiciones de respuesta propuestas.

Como se puede apreciar, tan solo encontramos una asociacion estadistica significativa
entre el genotipo del polimorfismo rs1000731 y la respuesta en clinica negativa, basada
en la escala SANS (X’=4,019; p=0,032) (ver tabla 10). Asi los pacientes no
respondedores (sintomatologia negativa) eran mas frecuentemente homocigotos para el
alelo G. Esta diferencia en la distribucion genotipica no fue confirmada al estudiar la
frecuencia de los alelos de este genotipo (G y A), siendo la distribucion de alelos entre

pacientes respondedores y no respondedores similar.
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Se ha analizado también en este estudio el posible efecto de las variaciones en el gen
DISCI sobre la variacion clinica tras 6 semanas de tratamiento. Estos analisis
longitudinales demuestran una asociacién estadisticamente significativa entre las
variaciones del polimorfismo rs1000731 y el cambio longitudinal en la dimension
positiva (F=8,905; p=0,003) (ver tabla 13). Los anélisis post-hoc indican que al inicio
del tratamiento los pacientes portadores del alelo A del rs1000731 presentan un nivel de
gravedad significativamente mas alto en la dimensién positiva que los pacientes
homocigotos para el alelo G (F=10,856; p=0,001). Sin embargo tras 6 semanas de
tratamiento, los portadores del alelo A presentan una mayor reduccién en esta
dimension clinica, llegando a ser su valor incluso menor que el de los pacientes G/G a

las 6 semanas.

Tabla 13. Efecto del polimorfismo rs1000731 sobre la variacién (mejoria) clinica tras 6
semanas de tratamiento

Basal 6 semanas Estadistica
Tiempo x Genotipo
Media (DT) | Media (DT) F;p
BPRS
A/- 59,4 (12,4) 34,1 (8,2) 0,957; 0,329
G/G 59,0 (10,5) 35,7 (10,0)
SAPS
A/- 13,0 (4,3) 3,2 (3,6) 0,361; 0,549
G/G 13,0 (4,1) 3,6 (3,8)
SANS
Al- 6,9 (5,9) 4,4 (4,6) 0,526; 0,469
G/G 6,6 (5,8) 4,9 (4,9)
Dimension positiva
Al- 8,0(2,3) 2,2 (2,6) 8,905; 0,003
G/G 6,9 (2,3) 2,4 (2,2)
Dimension negativa
Al- 5,3 (5,7) 4,0 (4,3) 0,233; 0,616
G/G 5,2 (5,4) 4,3 (4,6)
Dimension
desorganizada
A/- 4,9 (3,3) 0,9 (1,6) 3,106; 0,080
G/G 6,2 (3,4) 1,25 (2,4)

DT: Desviacion tipica
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No encontramos otras asociaciones entre este polimorfismo y variaciones longitudinales
de la clinica, como tampoco entre los otros dos polimorfismos estudiados y variaciones

clinicas longitudinales tras 6 semanas de tratamiento (tablas 14 y 15)

Tabla 14. Efecto del polimorfismo rs6675281 sobre la variacion (mejoria) clinica tras 6
semanas de tratamiento

Basal 6 semanas ~ Estadistica
Tiempo x Genotipo
Media (DT) | Media (DT) F;p
BPRS
C/C 59,7 (11,5) 34,8 (8,8) 1,478; 0,226
T/- 57,2 (10,1) 35,1(10,9)
SAPS
C/C 13,2 (4,3) 3,4 (3,6) 2,191; 0,141
T/- 12,2 (3,8) 3,6 (4,2)
SANS
C/C 6,9 (5,8) 4,7 (4,8) 0,073; 0,787
T/- 6,6 (6,4) 4,7 (4,8)
Dimension positiva
C/C 7,5 (2,4) 2,3(2,3) 3,350; 0,069
T/- 6,6 (2,1) 2,4 (2,5)
Dimension negativa
C/C 5,4 (5,5) 4,1 (4,5) 0,005; 0,946
T/- 5,4 (5,8) 4,3 (4,4)
Dimension
desorganizada
C/C 5,7 (3,5) 1,0 (2,1) 0,269; 0,604
T/- 5,6 (3,3) 1,2 (2,2)

DT: Desviacion tipica
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Tabla 15. Efecto del polimorfismo rs821616 sobre la variacion (mejoria) clinica tras 6
semanas de tratamiento

Basal 6 semanas Estadistica
Tiempo x Genotipo
Media (DT) Media (DT) F;p
BPRS
A/A 54,7 (10,4) 34,1 (9,7) 0,578; 0,448
T/- 59,0 (11,0) 35,2 (9,6)
SAPS
A/A 13,2 (3,2) 3,3(3,4) 0,246; 0,621
T/- 12,8 (4,3) 3,5(4,2)
SANS
A/A 4,1 (3,8) 4,2 (4,6) 1,042; 0,309
T/- 7,0 (6,0) 4,9 (4,9)
Dimension positiva
A/A 8,9 (1,8) 2,8 (3,2) 2,079; 0,151
T/- 7,1 (2,3) 2,3(2,3)
Dimension negativa
A/A 2,6 (2,5) 3,.8(4,1) 2,031; 0,156
T/- 5,5(5,7) 4,3 (4,6)
Dimension
desorganizada
A/A 4,3 (3,9) 0,4 (0,9) 0,312; 0,577
T/- 5,7 (3,4) 1,2 (2,2)

DT: Desviacion tipica
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Resultados

Por ultimo analizamos también la posible asociacion entre el gen DISCI y la resistencia
al tratamiento antipsicético, no encontrandose ninguna diferencia significativa en la
distribucion de los genotipos o de los alelos entre los pacientes resistentes y los no

resistentes (tablas 16, 17, y 18).

Tabla 16. Relacion del polimorfismo rs1000731 con resistencia al tratamiento

Resistente No resistente Estadistica
N (%) N (%) X45p
Genotipo
A/A 0 (0,00) 6 (0,03) 0,424; 0,809
A/G 4(0,31) 62 (0,31)
G/G 9 (0,69) 129 (0,66)
Genotipo agrupado
A/- 4(0,31) 68 (0,34) 0,076; 0,522
Alelo
A 4 (0,15) 74 (0,19) 0,186; 0,666
G 22 (0,85) 320 (0,81)

Tabla 17. Relacidén del polimorfismo rs6675281 con resistencia al tratamiento

Resistente No resistente Estadistica
N (%) N (%) Xip
Genotipo
c/C 10 (0,71) 160 (0,81) 1,298; 0,523
C/T 4 (0,29) 34 (0,17)
T/T 0 (0,00) 3 (0,02)
Genotipo agrupado
T/- 4(0,29) 37 (0,19) 0,800; 0,371
Alelo
C 24 (0,85) 354 (0,90) 0,478; 0,489
T 4(0,15) 40 (0,10)

84



Resultados

Tabla 18. Relacidon del polimorfismo rs821616 con resistencia al tratamiento

Resistente No resistente Estadistica
N (%) N (%) Xip
Genotipo
A/A 0 (0,00) 11 (0,06) 1,226; 0,542
A/T 5(0,39) 83 (0,45)
T/T 8 (0,61) 92 (0,49)
Genotipo agrupado
T/- 13 (1,00) 175 (0,94) 0,818; 0,528
Alelo
A 5(0,19) 105 (0,28) 0,983; 0,321
T 21(0,81) 267 (0,71)
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Objective DISC1 gene is one of the main candidate genes for schizophrenia since it has been associated to the illness in several popu-
lations. Moreover, variations in several DISC1 polymorphisms, and in particular Ser704Cys SNP, have been associated in schizophrenic
patients to structural and functional modifications in two brain areas (pre-frontal cortex and hippocampus) that play a central role in
the genesis of psychotic symptoms. This study tested the association between Ser704Cys DISC1 polymorphism and the clinical onset of
psychosis.

Methods Two hundred and thirteen Caucasian drug-naive patients experiencing a first episode of non-affective psychosis were geno-
typed for rs821616 (Ser704Cys) SNP of the DISC1 gene. The clinical severity of the illness was assessed using SAPS and SANS scales.
Other clinical and socio-demographic variables were recorded to rule out possible confounding effects.

Results Patients homozygous for the Ser allele of the Ser704Cys DISC1 SNP had significantly (p<0.05) higher rates at the positive
symptoms dimension (SAPS-SANS scales) and hallucinations item, compared to Cys carriers.

Conclusion DISCI gene variations may modulate the clinical severity of the psychosis at the onset of the disorder.
Psychiatry Investig 2014:11(2):186-191

Key Words DISCI ser704cys, Genetics, Hallucinations, Schizophrenia, Severity of illness.

INTRODUCTION derstood, and still there is no clear knowledge on how varia-
tions in DISCI gene could increase the risk of schizophrenia.
Disrupted-in-Schizophrenia 1 (DISC1) and DISC2 genes However there is growing evidence regarding the involve-
are located at the breakpoint of a chromosomal translocation ment of DISC1 protein in neurodevelopmental processes and
at 1q42.1 (1;11) (q42.1:q14.3), which was firstly described to neural cell signalling through its interaction with the binding
be linked to major psychiatric disorders, including schizo- protein complex known as DISC1 interactome; being FEZ1,
phrenia, in a Scottish family.' Subsequent studies on different NEDLI, PDE4, or PSD95 among the proteins included in this
ethnic populations provided further evidence supporting the complex.'*™*
role of DISC1 as a susceptibility gene for Schizophrenia spec- During the last decade, the study of the relation between
trum disorders.**? DISC1 and different schizophrenia endophenotypes (e.g.,
The biological functions of DISC1 are not completely un- brain structure and function, cognitive abnormalities), has
Received: April 19,2013 Revised: June 28, 2013 provided evidence of association between variations in sev-
Accepted: July 15,2013 Available online: April 11, 2014 eral DISC1 polymorphisms and brain structure, altered brain
De(;:;l:l?nc;]L‘ife;sc;;f{?:;:,%;?\uf:sft;lggggi,tla\’llglarqués AT tunction and impaired cognitive performance, both in schi;o—
MAYV; School of Medicine, University of Cantabria, Avda. Valdecilla s/n, 39008 phrenic patients and in healthy subjects.*>'*** However, few

Santander, Spain

Tel: +34-942.202537, Fax: +34-942-203447, E-mail: javazquez@humves studies have examined the relationship between this gene and
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and delusions-,** as well as psychosis-related traits both in
schizophrenic patients and in healthy individuals.""* Howev-
er none of these studies have examined a sample of first-epi-
sode patients, thus allowing to control the confusion effects
derived from the treatment and chronicity of the illness.
Among all the numerous DISC1 polymorphisms which
have been described, the Ser704Cys (rs821616) appears to be
especially relevant as it has been previously related to different
aspects of schizophrenia. Specifically, variations in this partic-
ular polymorphism have been associated not only to the risk
of having schizophrenia,” but also to several endophenotypes,

such as brain structural and functional abnormalities,”'***

cognitive impairment,””* and even clinical presentation.™*
All these studies have found that carriers of the Ser allele (or
Ser/Ser genotype) have an increased risk for showing a higher
severity of the different abnormalities mentioned above.

The aim of the present study was to examine, in a well-char-
acterized and representative series of patients experiencing a
first episode of a non-affective psychosis, whether an associa-
tion between DISC1 Ser704Cys polymorphism and clinical
presentation exists. We hypothesized that carriers of the Ser
allele (or Ser/Ser genotype) will show a more deleterious ill-
ness onset, with an earlier age of onset and higher psycho-
pathological severity.

METHODS

The sample for the present study consisted in 213 unrelated
Caucasian subjects of Spanish origin. The subjects formed
part of a large prospective longitudinal study on first episode
non-affective psychosis (PAFIP).* Those patients referred to
the program presenting a first episode of non-affective psy-
chosis were admitted to the programme if fulfilling the fol-
lowing criteria: 1.-aged 15-60; 2.-meeting DSM-IV criteria (by
means of the Structured Clinical Interview for DSM-IV, SCID-
1) 6 months after inclusion for a principal diagnosis of, schizo-
phrenia, schizophreniform disorder, schizoaffective disorder,
briet reactive psychosis, delusional disorder, or psychosis non
otherwise specified; 3.-habitually living in the catchment area;
4.-no prior treatment with antipsychotic medication; and
5.-current psychotic symptoms of at least moderate severity,
as assessed by one of the five items of the Scale for the Assess-
ment of Positive Symptoms (SAPS). Patients were not admit-
ted to the programme if presenting any of the following:
1.-mental retardation; 2.-neurological disorder; or 3.-drug de-
pendence (DSM-IV criteria).

Clinical assessments were carried out with the Scale for the
Assessment of Positive Symptoms (SAPS),” Scale for the As-
sessment of Negative Symptoms (SANS), and the Clinical
Global Impression-Severity scale (CGI-S), by a senior psychi-
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atrist (BC-F), who was blind to genotype. The positive, nega-
tive and disorganized symptom dimensions were calculated
from SAPS and SANS scales,”®* and were used to measure the
clinical severity of the illness. The positive symptom dimen-
sion is the sum of global scores for the SAPS items hallucina-
tions and delusions. The negative symptom dimension is the
sum of global scores of the following SANS items: alogia, at-
fective flattening, avolition-apathy, and anhedonia-asociality.
And the disorganized symptom dimension is the sum of the
items: positive formal though disorder, disorganized/bizarre
behaviour, and inappropriate affect.

All subjects gave written informed consent prior to their
inclusion in the study, which was approved by the local ethics
committee (University Hospital Marques de Valdecilla Ethics
Committee).

The control group, which consisted in 303 subjects, was
obtained from the Blood Bank of the University Hospital
Marques de Valdecilla. All subjects in the control group gave
consent for their blood to be genotyped for research purposes.

Genomic DNA was extracted from peripheral white blood
cells obtained from each subject according to standard pro-
tocols. The Ser704Cys DISCI1 polymorphism-rs821616-was
genotyped using SNPlex technology (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

All statistical analyses were carried out using the statistical
software package SPSS 15.0 for Windows. For the analysis of
categorical variables, Chi square analyses were carried out.
For the analyses of the relation between Ser704Cys genotype
and continuous variables, we used analysis of variance (ANO-
VA) tests. Statistical significance was established at p<0.05.

After completing the association analysis by genotype, and
in order to facilitate comparison to previous studies, we con-
ducted exploratory analysis of association clustering the pa-
tients into two groups according to being homozygous for the
Ser allele or carrying the Cys allele.

RESULTS

Gender distribution was 123 males (57.7%) and 90 females
(42.3%). Mean age of onset in our sample was 27.3 years (SD=
7.8), higher than what has commonly been reported. The
mean duration of untreated psychosis (DUP) at initial assess-
ment was 14.5 months (SD=29.4, median=4).

Among the control group, 177 (59.8%) were male, and 126
(41.6%) were female. Due to the origin of the control sample,
sex was the only socio-demographic variable available for the
current study.

The diagnostic breakdown of the patients was: schizophre-
nia (n=121, 56.8%), schizophreniform disorder (n=52, 24.4%),
schizoaffective disorder (n=>5, 2.3%), brief reactive psychosis
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(n=18, 8.5%), psychosis not otherwise specified (n=15, 7.0%),
delusional disorder (n=2, 0.9%).

Patients and controls were in Hardy-Weinberg equilibrium
for the polymorphism studied. Rs821616 genotypic and allelic
frequencies were as follow for patients and controls. Patients:
AA=6.6%; AT=42.7%; TT=50.7% and A=0.28; T=0.72. Con-
trols: AA=8.6%; AT=37%; TT=54.4% and A=0.27; T=0.73.

Gender distribution did not significantly differ between pa-
tients and controls (x*=0.21; p=0.35). Moreover, gender dis-
tribution both in patients and controls was similar in each of
the genotype groups (Patients: x’=3.52; p=0.17; Controls: y’=
4.13; p=0.13 respectively).

Allelic and genotypic distributions were not significantly
different in patients and controls (Allelic: x*=0.09; p=0.76;
Genotypic: X’=2.04; p=0.36). In the group of patients with
psychosis, the statistical analyses failed to show any significant

Table 1. Socio-demographic characteristics of the sample

association between Ser704Cys genotypes and age of onset or
DUP (Table 1).

When the three commonly used dimensions of psychopa-
thology (positive, negative and disorganised) were analysed, a
significant association was found between Ser704Cys geno-
type and the positive dimension (Table 2); those patients ho-
mozygous for the Ser allele showed a higher severity of the
positive dimension than Cys allele carriers (F=6.85; p=0.009)
(Figure 1). In a further analysis we explored each of the symp-
toms included in the SAPS-SANS positive dimension, finding
a significant association between Ser704Cys genotype and the
item hallucinations (F=5.75; p=0.017) following the same di-
rection as the previous result; patients with a Ser/Ser genotype
showed a mean greater score than Cys carriers (Figure 2).

Ser-Ser (N=14) Ser-Cys (N=91)

Cys-Cys (N=108)

Cys/- (N=199)

Mean SD  Mean SD Mean SD Staisies® Mean SD ghllcs!
Age 2991 721 28.65 859 2850 848 F=0.17 p=084 2857 851 F=033 p=0.56
Age of onset 28.19 5103 2727 795 2733 799 F=008 p=092 273 795 F=0.16 p=0.69
DUP (months) 391 472 16.53 3297 1402 2769 F=1.08 p=034 1517 30.16 F=1.80 p=0.18
N % N % N % N %

Gender (male) 11 786 48 527 64 593 ¥=352 p=017 112 563 x=2.66 p=0.08
Diagnostic (6 months-SCID)

Schizophrenia 57.1 43 47.3 70 64.8 113 56.8

Schizophreniform Ds 6 42.9 26 286 20 18.5 46 23.1

Schizoaftective Ds - - 1 1.1 4 37 5 2.5

Others - - 21 221 14 13.0 35 17.5

Statistical significance p<0.05. *statistical analysis (chi-square; Anova) for difference between genotype groups, Tstatistical analysis (chi-square,
Anova) for difference between genotype groups (Ser/Ser vs. Cys carriers). DUP: Duration of Untreated Psychosis, SAPS: Scale for the assess-
ment of positive symptoms, SANS: Scale for the assessment of negative symptoms, SCID: Structured Clinical Interview for DSM-IV

Table 2. Baseline clinical severity

Ser-Ser (N=14) Ser-Cys (N=91) Cys-Cys (N=108) Statistics* Cys/- (N=199) Statisticst
Mean SD  Mean SD Mean SD F P Mean SD F p
SAPS 1343 3.05 12:79 4.50 13.27 457 033 0.72 13.05 453 0.09 0.76
SANS 543 559 7.02 5.81 723 622 056 0.57 7.14 6.02 1.06 0.30
Symptom Dimensions
Positive Symptom 886 1.83 6.86 234 742 238 488 0009 716 2.37 685  0.009
Negative Symptom 3.57 399 5.30 557 5.70 585 091 0.40 5:52 571 1.57 0.21
Disorganized Symptom 457 334 5.93 3.38 585 37 089 041 5.89 3.60 176 0.18
Positive symptom
dimension’s [tems
SAPS Item Hallucinations  3.86  1.83 2.16 223 2.53 23z 352 0.031 2.36 228 575 0.017
SAPS Item Delusions 5.00 0.00 4.69 0.88 489 034 312 0046 480 0.65 133 025

Statistical significance p<0.05. *analysis of anova for difference between genotype groups, fanalysis of anova for difference between genotype
groups (Ser/Ser vs. Cys carriers). SAPS: Scale for the assessment of positive symptoms, SANS: Scale for the assessment of negative symptoms
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DISCUSSION

Our study detected a significant association between Ser-
704Cys genotype and severity of positive psychotic symptoms
in a well-defined Spanish Caucasian population, measured by
the total score in the SANS-SAPS Positive Symptoms dimen-
sion, and severity of the Hallucinations, at the onset of the ill-
ness. Thus, according to the results, a patient presenting a first
episode of psychosis and being homozygous for the Ser allele
will present more likely a worse clinical onset of the illness,
with more severe positive symptoms and particularly halluci-
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Figure 1. Symptom dimensions and Ser704Cys genotypes. Dif-
ferent range of scores for each dimension: Positive dimension:
0-10 points; Negative dimension: 0-20 points; Disorganised dimen-
sion: 0-15 points.
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Figure 2. Positive symptom dimension and Ser704Cys genotypes.
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nations.

This finding is consistent with previous reports of an asso-
ciation between carrying the Cys allele and presenting lower
delusional rating in psychotic patients,” and lower rates in the
schizoidia scale in healthy subjects.”

Other studies linked as well clinical presentation to differ-
ent DISC1 polymorphisms; thus Hennah et al." described that
a certain DISCI haplotype (HEP3) displayed association to
certain component-traits of Schizophrenia. And similarly an-
other study found an association between the phe allele in leu-
607phe SNP and severity of hallucinations in a sample of Cau-
casian patients with a diagnosis of schizophrenia.*

Moreover, a recent study acknowledged the possibility that
the severity of the psychosis could be the mediating factor in
the observed association between a DISC1 rs3738401 variant
and ultra-resistance to antipsychotic treatment.*!

Although DISC1 gene has been postulated as one of the
main candidate genes for Schizophrenia, to date there is no
clear evidence supporting the Ser704Cys DISC1 SNP as a risk
factor for psychosis. While Callicot and colleagues found the
Ser allele over-transmitted to psychotic patients in a large
family-based sample,” a recent study found no association be-
tween this polymorphism and the risk of psychosis.” In line
with these results, our study showed no significant association
between Ser704Cys polymorphism and risk of psychosis in
the northern Spanish Caucasian population studied.

In addition, when studying the effect of this DISC1 geno-
type on the onset of the illness our study found no association
between Ser704Cys polymorphism and age of onset or DUP.
This last result is in agreement with a previous study in a sam-
ple of schizophrenic Japanese patients.”

The biological function of DISC1 is not completely under-
stood, and yet still there is no clear knowledge on how varia-
tions in DISCI gene could modify the clinical presentation of
the illness. However, it is today established that DISC1 gene
encodes for a scaffold protein that interacts with multiple pro-
teins (DISCI Interactome) involved in neurodevelopment and
neuro-signalling processes.”*

DISC1 protein is expressed in neurons in the brain, pre-
dominantly in the hippocampus and cerebral cortex.* DISC1
expression has been shown to be lower in patients with Schizo-
phrenia.”” And moreover, those schizophrenic patients Ser ho-
mozygous for Ser704Cys DISC1 polymorphism showed a
lower expression of some of these partner proteins in these
brain areas.™

Moreover, Ser/Ser genotype has been associated to a de-
crease in hippocampal grey matter and to abnormal hippo-
campal activity during cognitive tasks.” And, in healthy subjects
Ser/Ser genotype showed greater activation of the hippocam-
pus'® and pre-frontal cortex'® during cognitive tasks, suggest-
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ing that these areas needed greater activation to achieve the
same level of cognitive functioning of those Cys carrier sub-
jects.

Interestingly, these two brain areas -prefontal cortex and
hippocampus- showing structural and functional changes in
relation to variations in DISCI gene, play a central role in the
genesis of psychotic symptoms according to the dopamine
theory of Schizophrenia.** Therefore a plausible explanation
for the involvement of DISCI in psychosis severity is based
on its interaction with the dopamine system, perhaps through
neurodevelopmental modifications in these brain areas de-
rived from DISC1 gene variations which could ultimately
lead to the functional and structural changes described in
these two main brain areas as well as differences in clinical se-
verity.

Indeed, a recent review on DISCldetails the multiple find-
ings relating DISCI1 variations to dopamine system in knock-
down mice and cell studies,” in line with this explanatory hy-
pothesis.

These results have to be taken info account with caution; the
study should be replicated in larger samples and other DISC1
polymorphisms should be included in the study forming hap-
lotypes to obtain a bigger representation of the DISC1 gene.

The sample used in this study, formed by a wide range of
non-affective psychosis diagnosis might be a caveat in the
study as the results obtained might be less specific of a core
schizophrenia diagnosis sub-sample. However, this study
aimed to identify associations between variations in DISC1
gene and clinical severity of the onset of psychosis in a wide
scope, and not in a more restricted sample.

The genotype clustering (Ser homozygous versus Cys carri-
ers) carried out in order to facilitate comparison to previous
studies, formed two unbalanced groups, which may have in-
fluenced the subsequent statistical analyses, therefore repre-
senting a possible caveat. However, due to the exploratory na-
ture of this analysis we have considered relevant to include it.

An additional flaw in our study could be the multiple tests
done. After correcting for multiple testing the statistical sig-
nificance didn't survive. However this might be explained by
the sample size and it is likely that in a bigger sample the sta-
tistical significance would have survived multiple testing cor-
rections.

In conclusion, this study showed a significant association
between DISC1 gene Ser704Cys polymorphism and severity
of the positive symptoms, in particular hallucinations, at the
onset of a first episode of psychosis. Therefore, DISC1 gene
variations may modulate the severity of the psychosis at the
onset of the illness.
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ABSTRACT

Neurocognitive deficits are core symptoms of schizophrenia that determine a poorer outcome. High
variability in the progression of neuropsychological deficits in schizophrenia has been described. It is still
unknown whether genetic variations can affect the course of cognitive deficits. Variations in the Disrupted
in Schizophrenia 1 (DISC1) gene have previously been associated with neurocognitive deficits. This study
investigated the association between 3 DISC1 polymorphisms (rs6675281 (Leu607Phe), rs1000731, and
rs821616 (Ser704Cys)) and long-term (3 years) cognitive performance. One-hundred-thirty-three
Caucasian drug-naive patients experiencing a first episode of non-affective psychosis were genotyped.
Cognitive function was assessed at baseline and after 3 years of initiating treatment. Other clinical and
socio-demographic variables were recorded to eliminate potential confounding effects. Patients carrying
the A allele of rs1000731 exhibited a significant improvement in Working Memory and Attention
domains, and the homozygosity of the A allele of rs821616 showed a significant improvement in Motor
Dexterity performance over 3 years of follow-up. In conclusion, DISC1 gene variations may affect the
course of cognitive deficits found in patients suffering from the first episode of non-affective psychosis.

© 2015 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Neurocognitive impairment is a common and central element
of schizophrenia [26] that is present from the early stages of the
disorder long before overt psychotic symptoms emerged [10,41]
and determines a poorer outcome with a higher degree of
disability [6,3].

There is some controversy whether these cognitive deficits
remain stable [1,7] or vary across the patient’s lifespan [31,2]. A
previous study on long-term (3 years) cognitive performance in
our First Episode Psychosis (FEP) sample showed that patients
presented a worse evolution compared to controls in verbal and
visual memory [53]. Moreover, a recent study on FEP [G] showed
different course patterns of cognitive deficits among schizophrenia
patients, thus supporting evidence for variability in the progres-
sion of neuropsychological deficits in schizophrenia [27].

* Corresponding author.
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It has been well established that schizophrenia is a highly
heritable disorder [59,24] and that neurocognitive performance is
also a phenotype with significant genetic effects across the entire
human lifespan, both in healthy individuals [21,48] and those
suffering from psychosis [8,40]. Thus, at least part of the individual
vulnerability for schizophrenia and cognitive impairment could be
explained by common genetically mediated neurodevelopmental
alterations [8].

The Disrupted in Schizophrenia 1 (DISCI) gene has been proposed
to be one of the main candidate genes for schizophrenia because
several studies on different ethnic populations have provided
broad evidence supporting the role of DISCT as a susceptibility gene
for schizophrenia spectrum disorders [19]. The DISC1 protein is
expressed in neurons in the brain, predominantly in the
hippocampus and cerebral cortex [62,4,5]. These regions are
involved in learning and memory processes [20], which are known
to be impaired in schizophrenia |25]|. The DISC1 protein is also
implicated in neurodevelopmental processes [11,28,38], including
some processes related to white matter development, which could
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underlie the functional connectivity of neural circuits involved in
performance cognitive tasks [64].

Recently, several studies have shown evidence associating the
DISCT gene with cognitive performance differences in patients who
suffer from schizophrenia-spectrum disorders and healthy indi-
viduals[17,29,30,44,61,46,36,14,13] as well asdeficiencies in brain
activity while performing cognitive tasks [14,15,49]. These defi-
ciencies have been proposed to be signs of neural inefficiencies.
Moreover, cognitive performance and N-back-elicited activity in
the pre-frontal cortex have been shown to correlate with DISCI
peripheral expression [ 50]. With regard to the effect of this gene on
long-term cognitive performance, Thomson et al. [61] investigated
its association with normal cognitive ageing in healthy subjects;
however, no studies to date have examined the potential effect of
the DISC1 gene on the course of cognitive deterioration in
psychosis.

Thus, we considered the relevance by examining the potential
implication of this gene on long-term variability in cognitive
performance in psychosis.

Among the several DISC1 polymorphisms studied to date, we
selected three SNPs (rs821616, rs6675281 and rs1000731) due to
their demonstrated effect on cognition. The Ser allele of rs821616
has been associated with poorer cognitive performance in
psychosis [46,14] and with normal cognitive ageing [61]. Moreover,
studies using functional neuroimaging methodologies |14,49,22]
have also shown an association of the Ser allele with data
suggesting lesser efficient neural circuitries. Rs6675281 has been
correlated with differences in cognitive performance in schizo-
phrenia patients [ 17] and healthy subjects [44]. Moreover, patients
carrying the Phe allele of rs6675281 showed increased neural
activity during the working memory task, suggesting neural
inefficiency [12]. Finally, the G allele of rs1000731 has been
associated with verbal learning and memory in a schizophrenia
sample [17], and a recent study further showed its association with
hippocampal activation during the recognition memory task [15].

The aim of the present study was to examine, in a well-
characterized and representative series of patients experiencing a
first episode of non-affective psychosis, whether an association
between DISCI polymorphisms and variations in the long-term
(3 years) course of cognitive deterioration exists. We hypothesized
that variations in DISCI gene polymorphisms determine differen-
ces in the long-term course in cognitive performance.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

The sample for the present study consisted of 133 unrelated
Caucasian subjects of Spanish origin. The subjects formed part of a
larger prospective longitudinal study on first episode non-affective
psychosis (PAFIP) [47]. These patients were referred to the
programme presenting a first episode of non-affective psychosis
and were admitted to the programme if they fulfilled the following
criteria: (1) aged 15-60 years; (2) met the DSM-IV criteria
(according to the Structured Clinical Interview for DSM-1V, SCID-1)
6 months after inclusion for a principal diagnosis of schizophrenia,
schizophreniform disorder, schizoaffective disorder, brief reactive
psychosis, or psychosis non otherwise specified; (3) habitually
living in the catchment area; (4) no prior treatment with
antipsychotic medication; and (5) current psychotic symptoms
of at least of moderate severity, as assessed by one of the five items
of the Scale for the Assessment of Positive Symptoms (SAPS).
Patients were not admitted to the programme if they presented
any of the following: (1) mental retardation; (2) neurological
disorder; or (3) drug dependence (DSM-IV criteria). All subjects
provided written informed consent prior to their inclusion in the

study, which was approved by the local ethics committee
(University Hospital Marques de Valdecilla Ethics Committee).

2.2. Neurocognitive assessment

Cognitive function was assessed in patients at two time-points:
baseline and at three years after admission to the treatment
programme. The cognitive baseline assessment for the patients
was established based on the clinical status when the acute
psychotic symptoms were stabilize to avoid interference with the
cognitive performance and at an average period of 10 weeks after
treatment initiation.

A neurocognitive battery was designed to examine the
functional domains that are presumably impaired in schizophre-
nia, focusing on measures of general verbal ability, attention,
verbal and visual memory, executive function, and motor skills.

An analysis was performed that consisted of a subset of
measures that were selected to assess seven major ability areas: (1)
to measure verbal memory, we used the Rey Auditory Verbal
Learning Test (RAVLT [52]), delayed recall; (2) to measure visual
memory, we used the Rey Complex Figure (RCF [45]), delayed
reproduction; (3) to measure executive functions, we used the Trail
Making Test (TMT [51]), time to complete TMT-B minus time to
complete TMT-A [55]; (4) to measure working memory, we used
the Backward Digits Scale (WAIS 11l [63]), total subscore; (5) to
measure the speed of processing, we used WAIS Il subtest Digit
Symbol, standard total score; (6) to measure Motor Dexterity, we
used Grooved Pegboard Handedness (GP [34]), time to complete
with dominant hand; and (7) to measure attention, we used
Continuous Performance Test (CPT [18]), total number of correct
responses.

The raters performed all of the cognitive assessments blind to
the treatment being received and genotype.

2.3. Molecular analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral white blood cells
that were obtained from each subject according to standard
protocols. Three DISC1 SNPs of interest were selected based on
previous studies [17,44,46,14,15,49,22,12]: rs821616, rs6675281,
and rs1000731. The rs821616 (A/T) is located in exon 11 and
consists of an amino acid change from serine to cysteine; while
156675281 (C/T), located in exon 9, demonstrated an amino acid
change from leucine to phenylalanine. The rs1000731 (G/A, exon 9)
is a synonymous SNP and combined with rs6675281 is included in
a previously described haplotype associated with schizophrenia
spectrum disorders (HEP1) [29]. These DISCI gene SNPs were
genotyped using SNPlex technology (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

2.4. Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the statistical
software package SPSS 15.0 for Windows.

The genotype frequencies of the DISCI SNPs in patients were
tested for Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) using the chi-
squared test.

Differences in the distribution of gender between the genotype
groups were assessed using the Chi-square test. Differences between
genotypes in age, education years, and Chlorpromazine equivalent
dose [65] were assessed using analysis of variance (ANOVA).

To investigate the effects of each DISCT SNP genotype in
cognitive performance follow-up, a general lineal model (GLM)
repeated-measure procedure was performed for each cognitive
measure as dependent variables separately, with the genotype
groups as the between-subject variable and time (baseline, 3-year
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follow-up) as the within-subject variable. The effects of time
(longitudinal dimension) and time by genotype group (interaction
effect) were examined. Gender, age, years of education and
premorbid IQ, as measured by the Vocabulary subtest of the WAIS
111 [63], were included as covariates. All post hoc comparisons were
corrected using the Bonferroni test.

In a secondary step, to compare our study with previous studies
that predominantly followed transversal approaches, we examined
the cross-sectional differences between genotypic subgroups in
cognitive performance at baseline and at the 3-year follow-up. We
performed one-way analysis of the covariance (ANCOVA). In each
GLM, the dependent measures included cognitive variables and the
independent measures consisted of the genotypes. Gender, age,
years of education and premorbid IQ were included as covariates. All
post hoc comparisons were corrected using the Bonferroni test.

Multiple testing correction was applied according to Bonferroni
method, due to the number of cognitive domains studied (7 tests),
which produced a corrected significance threshold of p < 0.007.

Effect sizes were calculated using the Cohen's d test.

As described in previous studies, the genotypes were clustered
to facilitate posterior comparisons: 1s821616 (AA vs. T/-);
156675281 (CC vs. T/-); rs1000731 (GG vs. Af-).

3. Results
3.1. Sociodemographic and clinical characteristics

The sociodemographic and clinical characteristics at baseline in
the DISCI genotype patient groups are presented in Table 1. There
were no significant differences between the clustered-genotype
groups with regard to relevant variables (all p > 0.05).

The patient genotypic frequencies were in Hardy-Weinberg
equilibrium for the polymorphisms examined. The genotypic and

allelic frequencies were as expected for the ethnic population
studied (according to HapMap CEU population).

For rs6675281: CC=82.0%; Cl'=1565%; TI=23% (MAF:
T=0.10); for rs100731: AA =3.1%; AG = 29.5%; GG = 67.4% (MAF:
A=0.18); and for rs821616: AA=8.3%; AT =37.2%; TT =54.5%
(MAF: A=0.27).

Gender distribution did not differ between each of the genotype
groups.

3.2, Association with long-term cognitive performance course

When analysing the rs1000731 DISCI gene polymorphism and
long-term cognitive performance course, we performed longitu-
dinal analyses. These analyses revealed a significant association
between the rs1000731 genotypes x Time in Working Memory
(F=7.781; df=1; p=0.006; dconen=0.599) and Attention
(F=14.451; df = 1; p < 0.001; dcohen = 0.714) domains measured
using the Backward Digits Scale and Continuous Performance
Test, respectively. Post hoc analyses revealed that patients
carrying the A allele (32.6% of patients) showed a significant
improvement in Working Memory and Attention (p = 0.006 and
p < 0.001, respectively), while those homozygous for the G allele
(67.4%) showed no significant variations in performance in these
domains over time (Fig. 1a and b, respectively). No other
significant associations were found with the remaining cognitive
domains studied.

With regard to the rs821616 polymorphism, we found a
significant association of Time (F=9490; df=1; p=0.003;
deonen =0.263) and the rs821616 genotypes x Time in Motor
Dexterity performance (F=11.129; df=1; p=0.001; dcohen=
0.450). Post hoc comparisons revealed that patients homozygous
for the A allele (8.3% of patients) showed significant improvement
in the Grooved Pegboard Handedness score over time (p < 0.001),
while T-carriers (91.7%) showed stability over time (Fig. 2). No

Table 1
Patients’ sociodemographic and clinical characteristics.
156675281 151000731 15821616
CC(N=105) T/-(N=23) Stat” GG (N=87) Al- (N=42) Stat” AA (N=10) T/-(N=111) Stat”
Mean (SD) Mean (SD) F df,p Mean (SD) Mean (SD) F.dfp Mean (SD) Mean (SD) Fdf,p
Age 28.6 (8.2) 30.7 (9.5) 1.21,1, 027 28.9 (8.8) 28.7 (7.8) 0.025, 1, 0.87 29,7 (4.9) 285 (8.3) 0.18,1,0.67
Age of onset 272(7.7) 292 (8.9) 1.14, 1, 0.28 276 (84) 275(71) 0.008, 1, 0.93 292 (4.7) 27.1 (7.7) 0.67, 1,041
DUP (months) 13.1 (27:5) 151 (25.6) 0.09.1,0.75 133 (27.9) 122 (240) 052.1,0.82 3.1 (4.6) 142 (28.1) 1.50.1,0.22
Years of education 10.6 (3.8) 113 (3.4) 1.00, 1,032 11.0 (3.1) 10.3(3.3) 1.66, 1, 0.20 11.2 (3.2) 10.7 (3.0) 0.27, 1,0.60
Chlorpromazine 174.1 (88.1) 1525(72.9) 1.20,1,027 1599 (80.3) 188.7(944) 3.22,1,0075 1825(137.0) 171.3(783) 0.16, 1,0.69
equivalent dose
rs6675281 151000731 rs821616
CC(N=105) Tj-(N=23)  Stat® GG (N=87)  AJ-(N=42)  Stat® AA(N=10) T/-(N=111)  Stat’
N (%) N (%) X% df, p N (%) N (%) X2, df, p N (%) N (%) X2, df p
Gender (male) 61 (58.1) 12 (52.2) 0.27,1, 0.60 48 (55.2) 26 (61.9) 0.52, 1,047 8 (80.0) 62 (55.9) 2.19,1,0.14
Diagnostic (6 months-SCID)
Schizophrenia 58 (55.2) 14 (60.9) 26 (61.9) 46 (52.9) 4 (40.0) 66 (59.5)
Schizophreniform 32 (30.5) 6(26.1) 13 (31.0) 25 (28.7) 6 (60.0) 28 (25.2)
Schizoaffective 5(4.8) - - 5(5.7) - 5 (4.5)
Psychosis NOS 4(3.8) - - 5(5.7) - 3(2.7)
Brief psychosis 6 (5.7) 3(13.0) 3(7.1) 6 (6.9) - 9(8.1)
Antipsychotic treatment
Aripiprazole 10 (9.5) 2(8.7) 9(10.3) 4(9.5) - 12 (10.8)
Risperidone 25 (23.8) 6(26.1) 23 (26.4) 7(16.7) 4 (40,0) 25 (22.5)
Olanzapine 25 (23.8) 4(17.4) 14 (16.1) 15 (35.7) 2 (20.0) 26 (23.4)
Quetiapine 10 (9.5) 2(8.7) 9(10.3) 3(7.1) 1(10.0) 11(9.9)
Ziprasidone 13 (12.4) 4(17.4) 14 (16.1) 4(9.5) 1(10.0) 12 (10.8)
Haloperidol 22 (21.0) 5(21.7) 18 (20.7) 9(214) 2(200) 25 (22.5)

Statistical significance p < 0.05. *Statistical analysis: ANOVA/Chi-square for difference between clustered-genotype groups.
DUP: duration of untreated psychosis; SCID: structured clinical interview for DSM-1V; psychosis NOS: psychosis not otherwise specified.
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i / homozygous HEP1 haplotype (including the G allele for
’ / rs1000731) was negatively associated with semantic clustering
0.5 o of items during verbal learning and memory and with verbal
learning and memory in general [ 17]. However, when we analysed
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(mean Z scores) in Continuous Performance Test at Baseline and 3 Years, based on

151000731 genotype.

0.2

[
——————

2
/
/

/

-0.8 /

Baseline

——A/A
- T/-

Z Scores

3Years

Fig. 2. Performance of patients (mean Z scores) in Grooved Pegboard Handedness
Test at Baseline and 3 Years, based on rs821616 genotype.

other significant associations were found with the remaining
cognitive domains studied.

No associations between the rs6675281 genotypes and cogni-
tive performance were found using longitudinal analysis.

3.3. Cross-sectional differences between the genotypes at the two time
points (baseline and 3-year)

When analysing the rs1000731 DISCI gene polymorphism and
cognitive performance at baseline, we found statistically signifi-
cant associations between the genotypes and performance in
Working Memory (F=6.827; df=1; p=0.010; dconen = —0.548),
although not surviving multiple testing correction, and Attention

the interaction Time x Genotype, we obtained results that were
consistent with the above-mentioned study [17]. Furthermore,
patients homozygous for the G allele showed a poorer outcome
over time in the Working Memory and Attention domains, while
carriers of the A allele presented an increase in these domain scores
after 3 years of treatment initiation.

With regard to rs821616, cross-sectional analyses revealed that
patients homozygous for the Ser allele performed significantly
worse at baseline compared to Cys carriers. This result confirmed
previous data indicating that Ser/Ser schizophrenia-spectrum
patients exhibit worse performance in logical memory [14], verbal
fluency and visuospatial tasks [46] compared to Cys carriers.
Consistent with these findings, a previous study based on a healthy
subjects sample found that the Cys allele was associated with
higher scores in the verbal reasoning task [61].

However, longitudinal analyses demonstrated unexpected
results for rs821616. Patients homozygous for the risk allele
(Ser allele) showed better cognitive performance (Motor Dexterity
domain) over time compared to Cys carriers. Considering that the
Ser alleleis a risk allele, we expected that these patients performed
worse at baseline and would present poorer evolution over time.

A potential explanation for our longitudinal results may be that
the Ser allele is a risk factor for presenting a worse clinical onset
with poorer cognitive performance, but it most likely does not
represent a further handicap for the cognitive treatment response
over a long period of time. Data obtained from longitudinal studies
suggest that cognitive function may improve [60,9], or at least
remains stably impaired in individuals with schizophrenia [66].

Another unforeseen result was the differentiated effect of the
SNPs studied on diverse cognitive domains. The neurocognitive
tests selected for this study represent specific cognitive domains
involving specific functional connectivity neural circuits. Although
there is sufficient evidence of DISCT involvement in neuroplasticity
and neurodevelopment processes, there is still no clear knowledge
of whether specific DISCI polymorphisms have an effect on specific
functional connectivity neural circuits. Thus, Liu et al. [37]
provided consistent evidence that the DISCT Ser704Cys polymor-
phism affects thalamic-prefrontal circuits in humans. Moreover,

98



Publicaciones

J. Vdzquez-Bourgon et al. / European Psychiatry 30 (2015) 861-867 865

previous neuroimaging genetic studies provided evidence of a Ser/
Ser association with brain differences in areas of the motor cortex
158,33 ], which may, to some extent, be the structural basis for the
poorer performance observed in the Motor Dexterity domain.

Consistent with these findings, rs1000731 has been associated
with grey matter reductions in the superior and inferior frontal gyri
|17], while the prefrontal cortex has been consistently implicated
in Working Memory and Attention deficits in schizophrenia
|39,54|. This may be a potential structural explanation for the
performance differences observed in Working Memory and
Attention in the present study.

We cannot compare our results with those obtained in previous
studies, as no studies to date have reported on the effect of the
DISCI gene on longitudinal changes in cognitive performance.

We found no associations between the rs6675821 polymor-
phism and neurocognitive performance in our sample. Previous
studies on the potential effect of rs6675281 on cognitive
performance showed inconsistent results. Cannon et al. [17]
showed that a haplotype containing this SNP was significantly
associated with verbal learning and memory in a schizophrenia
sample. However, Hennah et al. [ 30] did not identify any significant
association between the same haplotype and visual attention and
working memory. Nicodemus et al. [44] found an association with
verbal fluency in controls, but failed to observe a significant
association in the schizophrenia sample. Although Brauns et al.
|12] found increased neural activity in the prefrontal cortex during
the working memory task in patients carrying the Phe allele, they
did not observe any genotype differences in working memory
performance.

In summary, variations in DISCT gene polymorphisms deter-
mine differences in the long-term course in cognitive performance;
thus, we found that patients homozygous for the G allele of
rs1000731 and patients who carry polymorphisms of the T allele of
1s821616 DISCI gene presented a worse long-term course in
cognitive performance after 3 years of treatment initiation.

Currently, it is established that the DISCI gene encodes a
scaffold protein that interacts with multiple proteins (DISC1
Interactome) involved in neurodevelopment and neurosignalling
processes [19,16,42,56]. Thus, the effect of DISCI sequence
variability should be interpreted in the context of multiple
gene-gene interactions, in which the final role of one gene/protein
is dependent on its weight within a specific biological pathway.
Furthermore, because the DISC1 protein is predominantly expres-
sed in the hippocampus and cerebral cortex [62], it could be
hypothesized that genetic variants can modify protein availability
and, consequently, alter the efficiency of the pathways in which the
protein is implicated in a more specific manner in these brain
areas. As previously described, DISCI peripheral expression is
lower in patients with schizophrenia [50,43 |, and this lower DISC1
expression is correlated with reduced expression of some DISC1
partner proteins in these brain areas [35] as well as with cognitive
performance and N-back-elicited activity in the pre-frontal cortex
|50]. Interestingly, DISCI polymorphisms have been associated
with structural variations in brain areas related to cognitive
processes, mainly the prefrontal cortex and hippocampus [23], as
well as with brain functional abnormalities during cognitive tasks
performance in healthy subjects and patients with psychosis,
which has been suggested to be a potential indicator of less
efficient brain function [15,49,22,12].

Taken together, these findings argue that variations in the DISCI
gene, may affect neurodevelopmental and neurosignalling pro-
cesses, which may produce differences in the structural and
functional processes of the brain, resulting in less efficient brain
networks that ultimately may underlie the cognitive deficits
observed in psychosis. Two recent studies found that DISCI was
associated to significant differences in white matter integrity as
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measured using diffusion tensor-magnetic resonance imaging
|64,57], suggesting that changes in white matter may produce
deficiencies in the transmission of information between different
brain regions and thus reflect variations in cognitive performance
[32].

These results should be interpreted with caution; this study
should be replicated in larger samples and other DISCI polymor-
phisms should be included in the study to obtain a more accurate
representation of DISCI gene variability.

Genotype clustering was performed to facilitate a comparison
with previous studies, formed unbalanced groups, which may
affect the subsequent statistical analyses, and thus represent a
potential caveat to the study.

Moreover, the most accepted explanatory model for schizo-
phrenia postulates the converging action of multiple, small size
factors (genes and environment). Thus, a complex endophenotype,
such as neurocognition could not be explained by the effect of a
single gene. Other factors, which are not the subject of this study,
may also affect the cognitive course in this sample.

The sample used in this study, which was formed by a wide
range of non-affective psychosis diagnosis, might be a caveat in the
study because the results obtained might be less specific of the core
schizophrenia diagnosis sub-sample. However, this study aimed to
identify associations between variations in the DISCI gene and
neurocognitive impairment in a wide scope non-affective psycho-
sis and not associations in a more restricted sample.

An additional flaw in our study may involve the performance of
multiple tests. However, we have applied Bonferroni correction for
multiple testing, despite of which the majority of the results
maintained their statistical significance.

Finally, we did not have a healthy control sample, and thus, we
were not able to compare healthy subjects from psychosis patients
with the same genotype.

In conclusion, this study showed a significant association of
DISC1 gene polymorphisms (rs821616 and rs1000731) with
differences in the long-term course of neurocognitive deficits
observed at the presentation of the first episode of psychosis. Thus,
DISC1 gene variations may modulate the cognitive performance
related to psychosis.
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Abstract



Schizophrenia patients typically present a widespread bilateral cortical thinning from the
early stages of the illness. However, there is controversy whether this reduction in cortical
thickness (CT) is static or progressive over the evolution of the disorder. Disrupted-in-
Schizophrenia 1 (DISC1) is one of the main candidates genes for schizophrenia, as it has
been found associated to the illness, and to several endophenotypes of the disorder
including structural brain differences. This gene is known to be involved in
neurodevelopment and brain maturation processes. We therefore hypothesized that
variations in this gene modulate different progressions of CT in psychosis. Seventy-nine
Caucasian drug-naive patients experiencing a first episode of non-affective psychosis
were genotyped for rs6675281 (Leu607Phe) and rs821616 (Ser704Cys) SNPs of the
DISC1 gene. Brain MRIs were carried out at baseline and 3 years after initiating the
treatment. Other clinical and socio-demographic variables were recorded to rule out
possible confounding effects. Patients homozygous for the Leu allele of the rs6675281
SNP had a significant (p<0.05) descend in CT over the 3-years period, while those
carrying the Phe allele presented an increase in CT. When combining the two SNPs we
found a synergic effect on CT progression, presenting those patients homozygous for
Leu607+Ser704 a more pronounced cortical thinning. In conclusion, DISC1 gene
variations may modulate the longitudinal changes in cortical thickness in patients
suffering from a first episode of non-affective psychosis.

Keywords: Psychosis; Neuroimaging-genetics; Cortical thickness; DISC1

Introduction
Studies on cortical thickness have shown widespread bilateral cortical thinning in patients
with schizophrenia compared with healthy subjects. This reduction is more pronounced

in the frontal and temporal areas (Rimol et al. 2012; Goldman et al. 2009). Moreover,



these differences are already present in the early stages of the illness, for instance in
patients presenting a first episode of psychosis (FEP) (Crespo-Facorro et al. 2011).
However, there is some discrepancy about whether the observed reduction in cortical
thickness (CT) in people with schizophrenia is set at an early stage of neurodevelopment,
or is, instead, progressive over the course of the illness. Indeed, several recent studies
(Roiz-Santiafiez et al. 2015; Nesvag et al. 2012) reported no significant changes in CT
over long time periods (3 and 5 years, respectively), while other investigations (Cobia et
al. 2012; Van Haren et al. 2011) described progressive thinning of the cortex in
schizophrenia patients. As schizophrenia is a brain disorder with high heritability,
involving multiple genes (Gratten et al. 2014), it is possible that the observed variability
in longitudinal changes in CT is mediated by the effect of genes involved in
neurodevelopment and maturation processes (Bradshaw and Porteous, 2012; Chubb et al
2008). Among the candidate genes, Disrupted in Schizohprenia-1 (DISC1, 1g42.1) is one
of the most interesting because of its contribution to the risk of psychiatric disorders and
the role of the protein it encodes. DISC1 was first identified through the observation of a
balanced translocation at t(1942.1;11q14.3), which segregated with schizophrenia and
other major mental illnesses in a large Scottish family (Millar et al., 2000; Blackwood et
al., 2001). Subsequently, independent evidence for the involvement of the DISC1 locus
at 1g42.1 in schizophrenia-spectrum disorders came from linkage, case-control, and
family-based association studies in different populations (Bradshaw and Porteous, 2012;
Chubb et al., 2008). Although the accumulating genetic evidence is strongly positive,
several studies have reported negative results (Vazquez-Bourgon et al., 2014; Bradshaw
and Porteous, 2012; Chubb et al., 2008), and two recent large-scale genome-wide

associations analyses on schizophrenia and broad psychosis phenotypes (Ripke et al.,



2013; Bramon et al., 2014) failed to show an association between DISC1 and
schizophrenia.

Aside from the above-mentioned controversy, DISC1 is an interesting candidate gene in
schizophrenia because of the role of the protein it encodes, which is involved in the
regulation of multiple aspects of embryonic and adult neurogenesis, neurite outgrowth,
and cortical development (Randall et al. 2014). Indeed, Raznahan and colleagues (2011)
described a significant association between polymorphisms in DISC1 and differences in
the rate of cortical thinning in a sample of healthy subjects. The two missense
polymorphisms investigated by Raznahan et al. (2011) (i.e.: rs6675281 and rs821616),
have previously been associated with both the risk of schizophrenia-spectrum disorder
(Johnstone et al. 2011) and several endophenotypes of the illness, including those related
to neurocognition (Vazquez-Bourgon et al. submitted), clinical presentation (Vazquez-
Bourgon et al. 2014), and structural (Mata et al. 2010) and functional brain differences
(Duff et al. 2013). Thus, further investigation of DISC1 gene variations (rs6675281 and
rs821616) is warranted, as these polymorphisms may contribute to variability in the
progression of changes in cortical thickness observed in people with schizophrenia. We
hypothesized that variations in rs6675281 and rs821616 would determine different rates
of cortical thinning over a long time period (3 years) in patients with first-episode

psychosis.

Methods
Subjects
Patients were drawn from a large prospective longitudinal study on first-episode
psychosis (PAFIP) (Pelayo-Teran et al. 2008). Patients presenting with a first episode of

non-affective psychosis were admitted to the program if they fulfilled the following



criteria: 1) they were aged 15-60; 2) they met DSM-IV criteria (by means of the
Structured Clinical Interview for DSM-1V, SCID-1) 6 months after inclusion for a
principal diagnosis of schizophrenia, schizophreniform disorder, schizoaffective
disorder, brief reactive psychosis, or psychosis not otherwise specified; 3) they were
living in the catchment area around our institution; 4) they had not received prior
treatment with antipsychotic medications; and 5) they were experiencing current
psychotic symptoms of at least moderate severity, as assessed by one of the five items of
the Scale for the Assessment of Positive Symptoms (SAPS). Patients were not admitted
to the program if they presented with any of the following: 1) mental retardation; 2)
neurological disorders; or 3) drug dependence (DSM-IV criteria).

Only those patients who underwent genomic DNA extraction and who completed MRI
scans at baseline and 3 years after entering the program were included in this study.

Our study population consisted of 79 unrelated Caucasian subjects of Spanish origin.
However, because of DNA exhaustion and genotyping problems, the sample was slightly
reduced to 63 and 60 subjects for the imaging-genetics analyses with rs6675281 and
rs821616, respectively.

Patients who were included in our analyses (N=79) were not significantly different from
those who were not included (N=57) in terms of age, gender, age of illness onset,
symptom severity (BPRS, SAPS, SANS), duration of untreated psychosis (DUP), and
frequency of alcohol and cannabis use (data available upon request).

An experienced psychiatrist confirmed the diagnoses by means of the Structured Clinical
Interview for DSM-1V (SCID-I), 6 months after initial contact. At that point, the
diagnostic breakdown of the patients was: schizophrenia (N=47, 59.5%),
schizophreniform disorder (N=20, 25.3%), schizoaffective disorder (N=3, 3.8%), brief

reactive psychosis (N=6, 7.6%), and psychosis not otherwise specified (N=3, 3.8%).



All subjects gave written informed consent prior to their inclusion in the study, which

was approved by the local ethics committee.

Table 1.Baseline characteristics of the sample regarding rs6675281 and rs821616.

rs6675281 rs821616
Mean (SD) | Leu/leu Phe-Car Stat. F(p) Ser/Ser Cys-Car Stat. F(p)
(n=79) (n=46) (n=17) (n=4) (n=56)
Age 30.7(8.6) |29.3(75) |327(9.7) |224(0.14) |27.7(26) |29.7(7.9) |0.25(0.62)
Age of onset 295(81) |[28.1(7.0) |31.3(8.9) |226(0.14) |27.3(24) |28.4(7.3) |0.09(0.77)
DUP (months) 13.6 (19.2) | 13.9(17.3) | 16.6(28.9) | 0.21(0.65) |3.4 (4.1) 14.1(20.2) | 1.09 (0.30)
DUI (months) 26.2 (28.2) |31.2(30.2) | 22.4(28.8) | 1.01(0.30) | 11.9(10.4) |27.6 (30.2) | 1.06 (0.31)
Intracranial 1370.9 1387.9 1336.2 1.79 (0.18) | 1471.2 1370.5 1.99 (0.16)
volume (132.6) (138.2) (130.4) (173.7) (135.4)
SAPS (baseline) | 13.8(4.3) |14.4(5.4) |13.6(4.8) |0.45(0.50) |14.7(3.8) |13.8(4.4) |0.19(0.66)
SANS (baseline) | 6.6 (5.3) 7.2 (5.4) 5.3 (5.0) 1.49 (0.23) | 6.0 (4.8) 6.2 (5.4) 0.01 (0.94)
BPRS (baseline) | 62.8 (12.4) | 63.9(13.1) | 61.1(13.6) | 0.56 (0.46) | 58.5(9.8) | 61.6(12.9) | 0.22 (0.64)
Accumulative 2207412 | 238585.7 | 2141338 |0.29(0.59) | 338679.7 | 2304465 | 1.74(0.19)
chlorpromazine | (147570.7) | (178907) | (87120.3) (98413.7) | (161023.7)
equivalent doses
N (%) Stat. X?(p) Stat. X2 (p)
Gender (male) 49 (62.0) |[33(71.7) |9(52.9) 1.97 (0.13) | 4 (100) 37(66.1) | 1.99 (0.21)
Laterality (right | 70 (88.6) | 41(89.1) |14 (82.4) | 0.51(0.37) |3 (75.0) 51 (91.1) | 1.07 (0.35)
handed)
533\;’)""“0”3' level | 35ug1) |24(522) |8(47.00 |0.13(0.72) |4 (100) 25 (44.6) | 4.58 (0.10)
Alcohol 45 (57.0) |30(65.2) |8 (47.1) 1.71 (0.15) | 3 (75.0) 36 (64.3) | 0.19 (0.56)
consumers
Cannabis 35(44.3) | 23(50.0) |7 (41.2) 0.39 (0.37) | 2 (50.0) 29 (51.8) | 0.01 (0.67)
consumers

DUP: Duration of Untreated Psychosis; DUI: Duration of Untreated IlIness; SAPS:
Scale for the Assessment of Positive Symptoms; SANS: Scale for the Assessment of

Negative Symptoms; BPRS: Brief Psychiatric Rating Scale.

Genetic analyses

DNA was extracted from whole venous blood samples. We genotyped the DISC1 single

nucleotide polymorphisms (SNPs, GenBankdbSNP: rs6675281 and rs821616) using the




fluorogenic 5'nuclease method (TagMan® technology, Applied Biosystems), reagents
obtained from Applied Biosystems (ABI), and TagMan Universal PCR Master Mix.

To facilitate comparison with previous imaging-genetic investigations (Raznahan et al.
2011; Brauns et al. 2011) of these variants, participants were grouped as Phe carriers vs.
Leu homozygotes (Phe-Car vs Leu/Leu) for rs6675281, and Cys carriers vs. Ser

homozygotes (Cys-Car vs Ser/Ser) for rs821616.

MRI acquisition and image processing

All MRI scans were obtained at the University Hospital of Cantabria using a 1.5 Tesla
General Electric SIGNA System (GE Medical Systems, Milwaukee, WI, USA). We
designed an MRI protocol (T1, T2, and PD sequences) to optimize discrimination
between gray matter, white matter, and cerebrospinal fluid. Imaging parameters are

described in the supplementary material (ESM_1).

Image processing was performed using BRAINS2 (Magnotta et al. 2002). A detailed
description of image analysis methods has been reported elsewhere (Crespo-Facorro et
al., 2011) and is included with this manuscript as electronic supplementary material

(ESM_1).

Statistical analysis
All statistical analyses were performed with the Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS 15). Statistical significance was established at p<0.05.

We used a chi-squared test to evaluate the genotype frequencies of DISC1 polymorphisms

with respect to the Hardy—Weinberg Equilibrium (HWE).



We conducted a general lineal model (GLM) repeated-measure procedure for each
dependent variable (total cortical thickness, and frontal, temporal, parietal, and occipital
cortical thickness) separately, with genotype group as the between-subject variable and
time (baseline, 3-year follow-up) as the within-subject variable. We examined the overall
effects of time (longitudinal dimension), as well as time by genotype group (interaction
effect). Sex and age at the initial MRI were included as covariates. All post-hoc
comparisons were subjected to the Bonferroni correction.

To further investigate the possible synergic effect of the two DISC1 polymorphisms, we
repeated our statistical analyses of association clustering by combining the two SNP
genotypes into three groups. We followed the same criteria as in Raznahan and colleagues

(2011): Leu/Leu+Ser/Ser; Leu/Leu+Cys-Car or Ser/Ser+Phe-Car; Phe-Car+Cys-Car.

To examine cross-sectional differences between genotypic subgroups in cortical
thickness at baseline and at a 3-year follow-up, we performed a one-way analysis of the
covariance (ANCOVA). In each GLM, the dependent measures were the CT variables
and the independent measures were the genotypes. Sex and age at the initial MRI session

were included as covariates.

Results

We found no significant differences between genotype groups with regard to age, gender,
intracranial volume, laterality, educational level, alcohol or cannabis use, or negative and
positive symptoms (all p>0.05), as shown in Table 1.

Patients were in Hardy-Weinberg equilibrium for the polymorphisms studied. Genotypic
and allelic frequencies were as expected for the ethnic population studied (according to

HapMap CEU population; http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/).

Association with long-term cortical thinning



We found a significant interaction between the rs6675281 genotype and time in total
cortical thickness (F=8.812; p=0.004) as well as frontal (F=7.669; p=0.007) and temporal
cortex thickness (F=11.510; p=0.001). Additionally, we found a trend-level interaction
between the rs6675281 genotype and time in the parietal cortex (F=3.404; p=0.070)
(Table 2). Post-hoc analyses revealed that patients who were homozygous for the Leu
allele (73% of patients) exhibited a reduction in cortical thickness overall (p=0.055), as
well as in the temporal (p=0.005) and parietal (p=0.081) cortex regions over a 3-year
period. Patients carrying the Phe allele (27% of patients) exhibited incremental changes
in cortical thickness overall (p=0.024), as well as in the frontal (p=0.010) and temporal

(p=0.027) regions over the 3-year follow-up period.

Regarding rs821616 polymorphism, we did not find a significant interaction between
genotype and time. Additional data are given in Online Resource 2 (ESM_2).

When combining the two polymorphisms, rs675281 and rs821616, our longitudinal
analyses revealed a significant association between the rs6675281/rs821616 genotypes
and time in terms of total cortical thickness (F=3.99; p=0.025), as well as in the frontal
(F=3.67; p=0.032) and temporal cortices (F=4.73; p=0.013). These data are available as
supplementary material (ESM_2). Post-hoc analyses revealed that “Leu/Leu+Ser/Ser”
patients and those in the clustered group “Leu/Leu+Cys-Car or Ser/Ser+Phe-Car”
exhibited a reduction in cortical thickness in all brain regions studied, while “Phe-
Car+Cys-Car” patients exhibited significant increases in total cortical thickness, as well
as in frontal and temporal cortical thickness (p=0.021; p=0.008; and p=0.041,

respectively).

Our results were similar when we introduced relevant clinical factors that may impact CT
changes (i.e., cannabis and alcohol consumption, accumulative chlorpromazine

equivalent doses) as covariates in the analyses.



Cross-sectional differences between genotypes at baseline and at a 3-year follow-up

We found no significant differences between the genotypic subgroups in any of the brain

regions studied either at baseline (all F<2.67; all p>0.1) or at follow-up (all F<1.21; all

p>0.3) time points. Additional data are given in Online Resource 2 (ESM_2).

Table 2. Effect of rs6675281 on long-term cortical thickness progression.

Baseline 3 years Time x
genotype
Leu/Leu Phe/Car Stat. Leu/Leu Phe/Car Stat. Stat.
(n=46) (n=17) (n=46) (n=17)
Mean (SD) Mean (SD) F (p) Mean (SD) | Mean (SD) F (p) F (p)
Total 4.02 (0.39) | 3.86(0.28) 1.53(0.22) | 3.96 (0.36) | 3.96 (0.28) | 0.82(0.37) | 8.81(0.004)
CT
Frontal CT | 4.21 (0.43) | 4.05 (0.36) 1.31(0.26) | 4.18(0.41) | 4.19(0.33) |0.92(0.34) | 7.67 (0.007)
'é?l_mpom 4.33 (0.52) | 4.06 (0.37) 2.67(0.11) | 4.21(0.46) |4.21(0.37) | 0.34(0.56) | 11.51 (0.001)
Parietal CT | 3.75(0.39) | 3.63 (0.35) 0.68 (0.41) | 3.69(0.35) |3.69(0.25) | 0.51(0.48) | 3.40(0.070)
8_(|:_cipital 3.19(0.34) | 3.20(0.28) 0.16 (0.69) | 3.14(0.31) |3.18(0.32) | 0.56 (0.46) | 0.11 (0.74)

CT: Cortical thickness

Discussion

We detected a significant association between a functional DISC1 gene polymorphism,
rs6675281 (Leu607Phe), and long-term (3 years) longitudinal changes in cortical
thickness. These changes in CT were generalized, although they were especially
prominent in the frontal and temporal brain regions in a well-defined Spanish Caucasian

population.

Patients who were homozygous for the Leu allele of the rs6675281 polymorphism
exhibited a decrease in cortical thickness over the 3-year period, while those carrying the

Phe allele presented an overall increase in cortical thickness over time, which was

10




especially prominent in the frontal, temporal, and parietal lobes. Consistent with this,
Raznahan and colleagues (2011) observed that the rate of cortical thinning was attenuated
in the frontal and parietal lobes (left angular gyri) of healthy subjects carrying the Phe

allele.

The reduction in cortical thickness reported here is comparable with the results of
previous longitudinal studies of schizophrenia-spectrum disorders (Cobia et al. 2012;

Gutierrez Galve et al., 2015; Nesvag et al. 2012; van Haren et al. 2011).

As mentioned above, patients who were Phe carriers showed an increase in cortical
thickness during the 3-year follow-up period. Although this result was somewhat
contrary to our expectations, several previous structural brain studies focused on
schizophrenia (Keshavan et al. 1998; Schaufelberger et al. 2011) have suggested that
brain structural anomalies present at illness onset might be restorable. A recent
longitudinal study investigating the effects of short-term atypical treatment of
schizophrenia on cortical thickness found that patients displayed a significant increase in
cortical thickness over 8 weeks of treatment compared with controls (Goghari et al. 2013).
Chronic stress (Blix et al. 2013), diet (Sizonenko et al. 2013), and cognitive activity
(Engvig et al. 2010) have been described as variable factors that might also influence

cortical thickness.

In this study, we did not observe any significant associations between cortical thinning
and rs821616 variations. Nonetheless, when combining the two polymorphisms, we
found a genotype gradation effect on the rate of cortical thinning over the 3-year period.
Phe-Car+Cys-Car patients showed a significant increase in cortical thickness in several
brain regions. The remaining patients showed decrements in cortical thickness, although

these reductions were most prominent in Ser/Ser+Leu/Leu patients. Again, these results

11



are in agreement with the study by Raznahan et al. (2011), in which subjects carrying the
Phe and Cys alleles (i.e., Phe-Car+Cys-Car) exhibited a reduced rate of cortical thinning

in the orbito-frontal, middle temporal, and superior parietal cortices.

Cross-sectional analyses at both time points failed to reveal a significant change in brain
structure in any of the genotypic subgroups. Consistent with this, previous rs821616
studies also found no association between gene variation and brain structure (Chakravarty
et al. 2012; Kabhler et al. 2012). Regarding rs6675281, several previous studies reported
contrasting findings. For instance, Chakravarty and colleagues (2012) found no
significant differences according to genotype, while Brauns and colleagues (2011) found
that subjects carrying the Phe allele had significantly reduced cortical thickness in the left

supramarginal gyrus compared with subjects carrying Leu/Leu homozygotes.

Currently, the DISC1 gene is known to encode for a scaffold protein that interacts with
multiple proteins (DISC1 Interactome) involved in neurodevelopment and neuro-
signaling processes (Bradshaw & Porteous, 2012; Jaaro-Peled et al. 2009; Chubb et al.,
2008; Camargo et al., 2007; Millar et al., 2003; Sawa et al., 2003). Studies with animal
models have demonstrated a relationship between DISC1 mutations and morphological
and histological brain changes that are reminiscent of schizophrenia, thus supporting the
involvement of the DISC1 gene in cortical development and maturation (Lee et al. 2011,
Niwa et al. 2010). The DISCL1 protein is expressed in neurons in the brain, predominantly
in the hippocampus and cerebral cortex (Wang et al., 2008). DISC1 expression has been
shown to be lower in patients with schizophrenia (Rampino et al., 2014; Millar et al.,
2005). Additionally, lower DISC1 expression is correlated with lower expression of some

DISC1 partner proteins in the above-mentioned brain areas (Lipska et al., 2006).
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Variations in the functional DISC1 polymorphism Leu607Phe may have an effect,
through the lesser expression of interacting proteins, on neurodevelopment processes in
the cortex. This would ultimately affect cortical thickness. Indeed, previous studies have
shown an association between the Phe allele and gray matter volume (Trost et al., 2013),
reduced cortical thickness (Brauns et al., 2011), and the rate of cortical thickening

(Raznahan et al., 2011).

Our sample size, although reasonably large for a neuroimaging study, is relatively modest
for a genetic study. Additionally, we did not have a healthy control sample, so we were
not able to compare healthy subjects with psychosis patients with the same genotype.
These issues, together with the lack of statistical power, might have limited our ability to
find significant differences. Therefore, our results should be interpreted with caution, and

the study should be replicated with a larger sample.

The most broadly accepted explanatory model for schizophrenia postulates the
converging action of several factors (i.e., those related to genes and the environment). In
this sense, a complex endophenotype such as cortical thickness is not likely to be
explained by the effect of a single gene. Other factors beyond the scope of this study may
also have affected the differences in cortical thickness observed in the sample. For
instance, we did not address the potentially confounding effect of antipsychotic treatment
on CT changes, although a recent study in the same sample (Roiz-Santiafiez et al. 2012)
found no differences in CT between treatment groups at a 1-year follow-up. Additionally,
other DISC1 polymorphisms should be included in a future study, forming haplotypes, to

obtain a bigger representation of the DISC1 gene.

In conclusion, we found a significant association between the DISC1 gene polymorphism

rs6675281 alone, and the combination of rs6675281 and rs821616, and differences in
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long-term cortical thickness growth. We observed an overall difference in cortical
thickness, as well as heightened disparities in the frontal and temporal brain regions.
Therefore, DISC1 gene variations may modulate cortical thinning in people with

psychosis.

Acknowledgments

The present study was performed at the Hospital Marqués de Valdecilla, University of
Cantabria, Santander, Spain, under the following Grant support: SENY Fundacio
Research Grant 2005, Instituto de Salud Carlos 111, FIS 00/3095, 03/1009, P106/0507, and
P114/00639, and Fundacion Marques de Valdecilla A/02/07 and API 07/11. We thank
Valdecilla Biobank for providing the biological samples and associated data included in
this study and IDIVAL Neuroimaging Unit for its help in the technical execution of this
work. We thank the Comissionat per a Universitats i Recerca del DIUE (2014SGR1636),
and the Spanish Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) for carrying out the genetic

analysis.

Conflict of interest
The authors declare that they have no conflict of interest.

References

Blackwood, D.H., Fordyce, A., Walker, M.T., St Clair, D.M., Porteous, D.J., Muir, W.J.
(2001). Schizophrenia and affective disorders cosegregation with a translocation at
chromosome 1g42 that directly disrupts brain-expressed genes: clinical and P300 findings
in a family. American Journal of Human Genetics, 69, 428-433.

Blix, E., Perski, A., Berglund, H., Savic, I. (2013). Long-term occupational stress is

associated with regional reductions in brain tissue volumes. PLoS One, 8(6), e64065.

14



Bradshaw, N.J., and Porteous, D.J. (2012). DISC1-binding proteins in neural
development, signaling and schizophrenia. Neuropharmacology, 62(3), 1230-1241.

Brauns, S., Gollub, R.L., Roffman, J.L., Yendiki, A., Ho, B-C.,Wassink, T.H., et al.
(2011). DISCL1 is associated with cortical thickness and neural efficiency. Neuroimage,

57(4), 1591-1600.

Camargo, L.M., Collura, V., Rain, J-C., Mizuguchi, K., Hermjakob, H., Kerrien, S., et
al. (2007). Disrupted in Schizophrenia 1 Interactome: evidence for the close
connectivity of risk genes and a potential synaptic basis for schizophrenia. Molecular

Psychiatry, 12,74-86.

Chakravarty, M.M., Felsky, D., Tampakeras, M., Lerch, J.P., Mulsant, B.H., Kennedy,
JL, Voineskos, A.N. (2012). DISC1 and Striatal Volume: A Potential Risk Phenotype For

mental Illness. Frontiers in Psychiatry, 3, 57.

Chubb, J.E., Bradshaw, N.J., Soares, D.C., Porteous, D.J., Millar, J.K. (2008). The DISC

locus in psychiatric illness. Molecular Psychiatry, 13(1), 36-64.

Cobia, D.J., Smith, M.J., Wang, L., Csernansky, J.G. (2012). Longitudinal progression of

frontal and temporal lobe changes in schizophrenia. Schizophrenia Research, 139, 1-6.

Crespo-Facorro, B., Roiz-Santiafiez, R., Pérez-Iglesias, R., Rodriguez-Sanchez, J.M.,

Mata, I., Tordesillas-Gutierrez, D., et al. (2011). Global and regional cortical thinning in

15


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22723785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22723785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cobia%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22647883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22647883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22647883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=2012%5Bpdat%5D+AND+cobia%5Bfirst+author%5D

first-episode psychosis patients: relationships with clinical and cognitive features.

Psychological Medicine, 41(7), 1449-1460.

Duff, B.J., Macritchie, K.A., Moorhead, T.W., Lawrie, S.M., Blackwood, D.H. (2013).
Human brain imaging studies of DISC1 in schizophrenia, bipolar disorder and depression:

A systematic review. Schizophrenia Research, 147(1), 1-13.

Engvig, A., Fjell, AM., Westlye, L.T., Moberget, T., Sundseth, @., Larsen, V.A,,
Walhovd, K.B. (2010). Effects of memory training on cortical thickness in the elderly.
Neuroimage, 52(4), 1667-1676.

Goghari, V.M., Smith, G.N., Honer, W.G., Kopala, L.C., Thornton, A.E., Su, W., et al.
(2013). Effects of eight weeks of atypical antipsychotic treatment on middle frontal
thickness in drug-naive first-episode psychosis patients. Schizophrenia Research, 149(1-
3), 149-155

Goldman, A.L., Pezawas, L., Mattay, V.S., Fischl, B., Verchinski, B.A., Chen, Q., et al.
(2009).Widespread reductions of cortical thickness in schizophrenia and spectrum
disorders and evidence of heritability. Archives General Psychiatry, 66, 467-477.
Gratten, J., Wray, N.R., Keller, M.C., Visscher, P.M. (2014). Large-scale genomics
unveils the genetic architecture of psychiatric disorders. Nature Neuroscience, 17(6),
782-790.

Gutiérrez-Galve, L., Chu, E.M., Leeson, V.C., Price, G., Barnes, T.R., Joyce, E.M., Ron,
M.A. (2015). A longitudinal study of cortical changes and their cognitive correlates in
patients followed up after first-episode psychosis. Psychological Medicine, 45(1), 205-

216.

16



Jaaro-Peled, H., Hayashi-Takagi, A., Seshadri, S., Kamiya, A., Brandon, N.J., Sawa, A.
(2009). Neurodevelopmental mechanisms of schizophrenia: understanding disturbed
postnatal brain maturation through neuregulin-1-ErbB4 and DISC1. Trends in

Neuroscience, 32(9), 485-495.

Johnstone, M., Thomson, P.A., Hall, J., Mcintosh, A.M., Lawrie, S.M., Porteous, D.J.
(2011). DISC1 in schizophrenia: genetic mouse models and human genomic imaging.

Schizophrenia Bulletin, 37(1), 14-20.

Kahler, A.K., Rimol, L.M., Brown, A.A., Djurovic, S., Hartberg, C.B., Melle, 1., et al.
(2012). Effect of DISC1 SNPs on Brain Structure in Healthy Controls and Patients with

a History of Psychosis. American Journal of Medical Genetics Part B, 159B,722-730.

Keshavan, M.S., Haas, G.L., Kahn, C.E., Aguilar, E., Dick, E.L., Schooler, N.R., et al.
(1998). Superior temporal gyrus and the course of early schizophrenia: progressive, static,
or reversible? Journal Psychiatry Research, 32(3-4), 161-167.

Lee, F.H., Fadel, M.P., Preston-Maher, K., Cordes, S.P., Clapcote, S.J., Price, D.J., et al.
(2011). Discl point mutations in mice affect development of the cerebral cortex. Journal

of Neuroscience, 31(9), 3197-3206.

Lipska, B.K., Peters, T., Hyde, T.H., Halim, N., Horowitz, C., Mitkus, S., et al. (2006).

Expression of DISC1 binding partners is reduced in schizophrenia and associated with

DISC1 SNPs. Human Molecular Genetics, 15,1245-1258.

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21368031

Magnotta, V.A., Harris, G., Andreasen, N.C., O'Leary, D.S., Yuh, W.T., Heckel, D.
(2002). Structural MR image processing using the BRAINS2 toolbox. Computerized

Medical Imaging and Graphics, 26, 251-264.

Mata, I., Perez-lglesias, R., Roiz-Santiafiez, R., Tordesillas-Gutierrez, D., Gonzalez-
Mandly, A., Berja, A, et al. (2010). Additive effect of NRG1 and DISC1 genes on lateral

ventricle enlargement in first episode schizophrenia. Neuroimage, 53(3), 1016-1022.

Millar, J.K., Wilson-Annan, J.C., Anderson, S., Christie, S., Taylor, M.S., Semple, C.A.,
Devon, R.S., Clair, D.M., Muir, W.J., Blackwood, D.H., Porteous, D.J. (2000).
Disruption of two novel genes by a translocation co-segregating with schizophrenia.
Human Molecular Genetics, 9, 1415-1423.

Millar, J.K., Christie, S., and Porteous, D.J. (2003). Yeast two-hybrid screens implicate
DISCL1 in brain development and function. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 311, 1019-1025.

Millar, J.K., Pickard, B.S., Mackie, S., James, R., Christie, S., Buchanan, S.R., et al.
(2005). DISC1 and PDE4B are interacting genetic factors in schizophrenia that regulate

CAMP signalling. Science, 310(5751),1187-1191.

Nesvag, R.,Bergmann, @., Rimol, L.M., Lange, E.H., Haukvik, U.K., Hartberg, C.B., et
al. (2012). A 5-year follow-up study of brain cortical and subcortical abnormalities in a

schizophrenia cohort. Schizophrenia Research, 142(1-3), 209-216.

Niwa, M., Kamiya, A., Murai, R., Kubo, K., Gruber, A.J., Tomita, K., et al. (2010).

Knockdown of DISC1 by in utero gene transfer disturbs postnatal dopaminergic

18


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nesv%C3%A5g%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23116883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bergmann%20%C3%98%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23116883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rimol%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23116883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lange%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23116883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haukvik%20UK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23116883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hartberg%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23116883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=2012%5Bpdat%5D+AND+nesvag%5Bfirst+author%5D

maturation in the frontal cortex and leads to adult behavioral deficits. Neuron, 65(4), 480-

489.

Pelayo-Teran, J.M., Pérez-Iglesias, R., Ramirez-Bonilla, M., Gonzélez-Blanch, C.,
Martinez-Garcia, O.,Pardo-Garcia, G., et al. (2008). Epidemiological factors associated
with treated incidence of first-episode non-affective psychosis in Cantabria: insights from
the Clinical Programme on Early Phases of Psychosis. Early Intervention Psychiatry, 2,

178-187.

Psychosis Endophenotypes International Consortium; Wellcome Trust Case-Control
Consortium 2, Bramon, E., Pirinen, M., Strange, A., Lin, K., et al. (2014). A genome-
wide association analysis of a broad psychosis phenotype identifies three loci for further
investigation. Biological Psychiatry, 75(5),386-97.

Rampino, A., Walker, R.M., Torrance, H.S., Anderson, S.M., Fazio, L., Di Giorgio, A.,
et al. (2014). Expression of DISC1-interactome members correlates with cognitive
phenotypes related to schizophrenia. PLoS One, 9(6), e99892.

Randall, A.D., Kurihara, M., Brandon, N.J.,, Brown, J.T. (2014). Disrupted in
schizophrenia 1 and synaptic function in the mammalian central nervous system.

European Journal of Neuroscience, 39(7), 1068-1073.

Raznahan, A., Lee, Y., Long, R., Greenstein, D., Clasen, L., Addington, A., et al. (2011).

Common functional polymorphisms of DISC1 and cortical maturation in typically

developing children and adolescents. Molecular Psychiatry, 16(9), 917-926.

19



Rimol, L.M., Nesvdg, R., Hagler, D.J. Jr., Bergmann, O., Fennema-Notestine, C.,
Hartberg,C.B., et al. (2012). Cortical volume, surface area, and thickness in schizophrenia

and bipolar disorder. Biological Psychiatry, 71, 552-560.

Ripke, S., O'Dushlaine, C., Chambert, K., Moran, J.L., Kéhler, A.K., Akterin, S., et al.
(2013). Genome-wide association analysis identifies 13 new risk loci for schizophrenia.

Nature Genetics, 45(10), 1150-1159.

Roiz-Santiafiez, R., Tordesillas-Gutiérrez, D., Ortiz-Garcia de la Foz, V., Ayesa-Arriola,
R., Gutiérrez, A., Tabarés-Seisdedos, R., et al. (2012). Effect of antipsychotic drugs on
cortical thickness. A randomized controlled one-year follow-up study of haloperidol,

risperidone and olanzapine. Schizophrenia Research, 141(1), 22-28.

Roiz-Santiafiez, R., Ortiz-Garcia de la Foz, V., Ayesa-Arriola, R., Tordesillas-Gutiérrez,
D., Jorge, R., Varela-Gomez, N., et al. (2015). No progression of the alterations in the
cortical thickness of individuals with schizophrenia-spectrum disorder: A three-year
longitudinal MRI study of first-episode patients. Psychological Medicine, in Press.
Sawa, A., Snyder, S.H. (2003). Schizophrenia: Neural Mechanisms for Novel

Therapies. Molecular Medicine, 9(1-2),3-9.

Schaufelberger, M.S., Lappin, J.M., Duran, F.L., Rosa, P.G., Uchida, R.R., Santos, L.C.,
et al. (2011). Lack of progression of brain abnormalities in first-episode psychosis: a
longitudinal magnetic resonance imaging study. Psychological Medicine, 41(8), 1677-
16809.

Sizonenko, S.V., Babiloni, C., de Bruin, E.A., Isaacs, E.B., Jonsson, L.S., Kennedy, D.O.,
et al. (2013). Brain imaging and human nutrition: which measures to use in intervention
studies? British Journal of Nutrition, 110, Suppl 1,S1-30.

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22884754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22884754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22884754

Trost, S., Platz, B., Usher, J., Scherk, H., Wobrock, T., Ekawardhani, S., et al., (2013).
DISC1 (disrupted-in-schizophrenia 1) is associated with cortical grey matter volumes in
the human brain: a voxel-based morphometry (VBM) study. Journal of Psychiatry

Research, 47(2), 188-196.

vanHaren, N.E., Schnack, H.G., Cahn, W., van den Heuvel, M.P., Lepage, C., Collins,
L., et al. (2011). Changes in cortical thickness during the course of illness in

schizophrenia. Archives of General Psychiatry, 68(9), 871-880.

Vazquez-Bourgon, J., Mata, |., Roiz-Santiafiez, R., Ayesa-Arriola, R., Suarez Pinilla, P.,
Tordesillas-Gutiérrez, D., et al. (2014). A Disrupted-in-Schizophrenia 1 Gene Variant is
Associated with Clinical Symptomatology in Patients with First-Episode Psychosis.

Psychiatry Investigation, 11(2), 186-191.

Wang, Q., Jaaro-Peled, H., Sawa, A., Brandon, N.J. (2008). How has DISC1 enabled

drug discovery? Molecular and Cellular Neuroscience, 37, 187-195.

21


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21893656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21893656

Publicaciones

Materiales suplementarios del articulo 3

Variations in Disrupted-in-Schizophreni a 1 gene modulatel  ong-term longitudinal
differences in cortica l thickness in p atients with a firs t-episode of psychosis. Vazquez-
Bourgon J, Roiz-Santiaiiez R, Papiol S, Ferro A, Varela-Gomez N, Fananas L, Cr espo-
Facorro B. Brain Imaging Behav. 2015 Jul 26. [Epub ahead of print ]. doi:

10.1007/s11682-015-9433-1.

ESM 1. Detailed description of image analysis methods

The T1-weighted images, using a spoiled grass (SPGR) sequence, were acquired in the
coronal plane with the following parameters: echo time (TE) = 5ms, repetition time
(TR) =24ms, number of excitations (NEX) =2, rotation angle=45 degrees, field of view
(FOV) =26x19.5cm, slice thickness=1.5mm and a matrix of 256x192. The proton
density (PD) and transverse relaxation time (T2) weighted images were obtained with
the following parameters: 3.0 mm thick coronal slices, TR= 3000ms, TE= 36ms (for
PD) and 96ms (for T2), NEX=1, FOV=26x26cm, matrix=256x192. The in-plane
resolution was 1.016x1.016mm. MRIs of patients and controls were evenly acquired

during follow-up time.

Processing of the images was performed using BRAINS2 (Magnotta et al. 2002). The
T1-weighted images were spatially normalised and resampled to 1.0-mm3 voxels so
that the anterior—posterior axis of the brain was realigned parallel to the anterior
commissure/posterior commissure line and the interhemispheric fissure aligned on the
other two axes. The T2- and PD-weighted images were aligned to the spatially
normalised T1-weighted images using an automated image registration program. These
images were then subjected to a linear transformation into standardised stereotaxic
Talairach atlas space to generate automated measurements of frontal, temporal, parietal,
and occipital lobes. To further classify tissue volumes into grey matter, white matter,
and CSF, we used a discriminant analysis method of tissue segmentation based on
automated training class selection that utilised data from the T1-weighted, T2-weighted,

and PD sequences (Harris et al. 1999). The discriminant analysis method permits

110



Publicaciones

identification of the range of voxel intensity values that characterise GM, WM and CSF.
An 8-bit number is assigned to each voxel that indicates its partial volume tissue content
(10-70 for CSF, 70-190 for GM and 190-250 for WM). To define the cortical iso-
surface to be used in the posterior analyses, a value of pure GM, or 130, was used as a
cut-off. This value represents the parametric centre of the GM within the cortex and
serves as a useful estimate of its physical centre. This triangulated surface was used as
the basis for our calculations of thickness. Cortical thickness was calculated as the
minimum distance between the 100 % grey matter triangle surface and the 50 %/50 %
grey/white matter surface. This measure is an index of cortical thickness. It represents

the parametric centre of the cortex or approximately one-half of the cortical thickness.

Several studies have been performed to review the reliability and reproducibility of

BRAINS (Okugawa et al. 2003; Agartz et al. 2001).
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7.1. DISC1y riesgo de psicosis del espectro de la esquizofreniay

otras variables clinicas relevantes

De acuerdo con los resultados publicados en el primer articulo y los obtenidos en los
analisis adicionales realizados para esta tesis podemos concluir que las variaciones en el
gen DISCI no suponen a nivel global un factor de riesgo para presentar un trastorno

psicotico en la poblacion estudiada.

A pesar de que el gen DISCI se ha postulado en los ultimos afios como uno de los
principales genes candidatos para explicar la fisiopatologia de la esquizofrenia, hasta la
fecha no existe una consistente evidencia cientifica que permita establecer que las
variaciones en este gen actllan como un factor de riesgo para las psicosis. Si bien
diversos estudios de asociacion y ligamiento aportan evidencias de la implicacion del
locus DISCI en 1g42.1 en la aparicion de trastornos del espectro de la esquizofrenia
(Chubb et al., 2008; Bradshaw y Porteous, 2012), dos recientes estudios de asociacion
del genoma completo (GWAS), realizados a gran escala sobre muestras de
esquizofrenia y de psicosis, incluyendo psicosis afectivas, no encontraron una
asociacion significativa entre las variaciones en el gen DISC! y riesgo de sufrir psicosis
(Ripke et al., 2013; Bramon et al., 2014). Este hecho, no obstante, no tiene
necesariamente que estar en contra de una posible asociacion entre dicho gen y algunas

de las caracteristicas clinicas y endofenotipos de la enfermedad.

7.2. DISC1y presentacion clinica

Los resultados del primer estudio presentado en esta tesis muestran una asociacion entre
el genotipo del polimorfismo Ser704Cys (rs821616) y la gravedad de la clinica
psicoética positiva al inicio de la enfermedad en nuestra muestra de pacientes con un
primer episodio de psicosis no afectiva, medida ésta a través de la dimension positiva
generada a partir de puntuaciones de las SAPS y SANS, y de forma mas especifica con
la gravedad de las alucinaciones. Asi, de acuerdo con estos resultados, los pacientes con
un primer episodio de psicosis y que son ademas homocigotos para el alelo Ser (A)
muestran una peor presentacion clinica, con sintomas psicoticos positivos y en

particular con alucinaciones mas intensas.
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Estos hallazgos van en la misma linea que los encontrados en estudios previos en los
que se describe el alelo Cys (T) asociado a delirios menos intensos en pacientes
psicoticos (DeRosse et al., 2007), y también a puntuaciones mas bajas en la escala de

esquizoidia, en sujetos sanos (Tomppo et al., 2009).

Otros estudios previos han aportado también evidencias del efecto de otros
polimorfismos del gen DISCI sobre la presentacion clinica en esquizofrenia. Asi,
Hennah y colaboradores (2003) describieron la asociacidon entre un haplotipo de este
gen (HEP3) con ciertos componentes-rasgos de la esquizofrenia. Y de forma similar,
otro estudio encontr6 una asociacion entre el alelo Phe del polimorfismo leu607phe
(rs6675281) y la gravedad de las alucinaciones, en una muestra de pacientes caucasicos

con diagnostico de esquizofrenia (Szeszko et al., 2008).

Aunque la presentacion clinica, y en concreto la gravedad clinica, no puede considerarse
en sentido estricto un endofenotipo, se ha sugerido la posibilidad de que ésta podria
actuar como factor mediador en el endofenotipo de respuesta terapéutica, lo cual la
convierte en una caracteristica clave para el analisis de las bases genéticas de la

enfermedad (Mouaffak et al., 2011).

Se han descrito también otra serie de caracteristicas de la presentacion clinica que, como
la edad de presentacion y la DUP, poseen un marcado efecto sobre la ulterior evolucion
clinica de la enfermedad y por lo tanto sobre su pronostico (Crespo-Facorro, 2007b), lo
cual las convierte en especialmente relevantes para el estudio de las bases genéticas de
la enfermedad. Sin embargo, al estudiar el posible efecto del genotipo DISCI sobre las
caracteristicas del inicio de la enfermedad, no encontramos ninguna asociacion
significativa entre los polimorfismos del gen DISCI y los distintos factores clave
mencionados, como son la DUP o la edad de inicio. Estos hallazgos confirman los
resultados obtenidos en estudios previos (DeRosse et al., 2007; Takahashi et al., 2009;
Lepagnol-Bestel et al., 2010).

7.3. DISCL1y respuesta clinica

Los resultados obtenidos muestran una débil asociacion entre el polimorfismo
rs1000731 y la respuesta terapéutica en la sintomatologia negativa (respuesta SANS), de

tal forma que los pacientes no respondedores eran mas frecuentemente homocigotos
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para el alelo G. Sin embargo, este hecho no se pudo confirmar en el andlisis del cambio
longitudinal en la gravedad de la clinica negativa a las 6 semanas (no asociacion
significativa con dicho genotipo). Por el contrario, este genotipo si se vio asociado a
una menor disminuciéon en la sintomatologia positiva (dimension positiva ) a las 6

semanas de tratamiento.

No observamos diferencias significativas en la distribucion de genotipos entre
respondedores y no respondedores para los otros dos polimorfismos (rs6675281 y
rs821616), al igual que tampoco estuvieron dichos polimorfismos asociados a
diferencias significativas en los cambios longitudinales en la gravedad clinica (mejoria

clinica) tras 6 semanas de tratamiento.

Por ultimo, ninguno de los polimorfismos del gen DISCI aparecid asociado a la
presencia de resistencia al tratamiento. Estos resultados confirman los encontrados en
dos estudios recientes (Hotta et al., 2011; Terzic et al., 2014) en los que se compararon
grupos de pacientes resistentes al tratamiento con otros de pacientes respondedores, en
sendas muestras de pacientes con esquizofrenia de origen centroeuropeo y japonés.
Ninguno de dichos estudios hallé diferencias genéticas entre los subgrupos
poblacionales mencionados, para ninguno de los polimorfismos estudiados (rs3738401,

rs821597 y rs821616; y rs6675281 y rs821616, respectivamente).

Estos resultados negativos no son totalmente sorprendentes ya que la respuesta
terapéutica es un proceso complejo en el que participan multiples proteinas, implicadas
a su vez en interacciones multiples. Asi, nos parece logico que resulte dificil detectar la
implicacion de un solo polimorfismo, o incluso de un solo gen, en el origen de una
modulacion importante de la respuesta terapéutica a antipsicoticos. Es mas probable que
los procesos de farmacogenética sean explicados por modelos mas complejos como los
planteados en la teoria sinaptica de la esquizofrenia propuesta por Harrison y
Weinberger (2005). En ella, el riesgo de padecer psicosis, y por qué no, la respuesta a
antipsicoticos, esta mediada por la convergencia del efecto de varios genes candidatos
sobre procesos sindpticos en microcircuitos cerebrales, principalmente de la via

glutamatérgica.

Existe en la actualidad una creciente evidencia cientifica apoyando la implicacion del
gen DISCI en los procesos bioldgicos de respuesta terapéutica en psicosis, tanto desde

modelos de estudios subcelulares, animales como en humanos. Asi por ejemplo, a nivel
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de estudios sobre modelos animales (roedores), Chiba y colaboradores (2006) describen
un aumento de la expresion de mRNA de DISCI en el cortex prefrontal de ratas que
habian sido tratadas con antipsicdticos atipicos. Ya a nivel de estudio en humanos, se ha
descrito la alteracion de la expresion de DISC1 en estructuras cerebrales implicadas en
la aparicion de sintomatologia psicética (cortex orbito-frontal e hipocampo) en
pacientes con esquizofrenia (Lipska et al., 2004; Sawamura et al., 2005), asi como
alteraciones en la transcripcion de DISC1 a nivel periférico en relacion con tratamiento

antipsicotico durante la fase aguda de la psicosis (Olincy et al., 2011).

Actualmente la principal teoria etiopatogénica de la esquizofrenia esta basada
principalmente en una disfuncion molecular de la via dopaminérgica (Howes y Kapur,
2009). Sin embargo, cada vez esta cobrando mayor relevancia el papel de la via
glutamatérgica en la explicacion molecular subyacente a la aparicion de, al menos parte,
de la sintomatologia psicotica (Harrison y Weinberger, 2005), de tal forma que
recientemente se ha postulado incluso un modelo etiopatogénico en el que acttian de

forma interconectada la dopamina y el glutamato (Laurelle, 2014).

En este sentido, aunque el gen DISCI se ha relacionado previamente con la via
dopaminérgica (Lipina et al., 2004; Mao et al., 2009; Niwa et al., 2010; Su et al., 2014),
existe una mayor evidencia cientifica sobre la implicacion de este gen en la via
glutamatérgica. Asi, la principal implicacion de la proteina DISC1 sobre la via del
glutamato se debe a la relacioén de ésta con varias de las proteinas del complejo DISC1
interactome, como son las proteinas Citron, A-kinase anchoring protein 9/AKAP450
(AKAP9), GRIPAP1, o ARHGEF11 (Millar et al., 2003; Sawa y Snyder, 2003), las
cuales interactian a su vez directamente con los receptores NMDA, AMPA o el
trasportador de glutamato (EAAT4). De esta manera variaciones en el gen DISCI
pueden modular la transduccion de sefial en respuesta a la neurotransmision de
glutamato. En linea con esta idea, se ha descrito recientemente que el nivel de expresion
de la proteina DISC1 a nivel presinaptico regula la descarga de glutamato a nivel de

terminales neuronales presinapticas (Maher y LoTurco, 2012).

De esta manera, es posible concluir que la implicacion del gen DISCI sobre los
procesos de respuesta terapéutica se deban mayormente a un efecto modulador de la via
glutamatérgica. Y por lo tanto, el efecto de las variaciones en el gen DISCI sobre la

respuesta terapéutica en psicosis, serdn mas evidentes cuando se estudie la repuesta a
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moléculas con una accion preferentemente glutamatérgica. Esto puede explicar la débil
asociacion encontrada en nuestro estudio entre los polimorfismos DISCI estudiados y la
respuesta terapéutica, dado que los fArmacos empleados en nuestra muestra tienen una

accion preferentemente dopaminérgica.

En este sentido, cabe destacar que en los ultimos afios se esta postulando la via
(pathway) del gen/proteina DISC1 como una de las mas prometedoras para el estudio de

nuevas dianas terapéuticas (Wang et al., 2008; Soares et al., 2011; Kamiya et al., 2012).

El papel de las variaciones genéticas en el desarrollo de la respuesta terapéutica en la
esquizofrenia todavia no esta claro. Ademads, la respuesta terapéutica es un proceso
complejo en el que intervienen muchos e importantes factores, no solo genéticos sino
también ambientales, entre los que podemos destacar, por ejemplo, uno tan dificil de
controlar metodolégicamente como la adherencia al tratamiento. Tenemos ademas que
seflalar que para analizar este factor resulta esencial identificar y valorar de manera
precisa las caracteristicas clave que permiten establecer una definicion correcta y
precisa del fenotipo de respuesta terapéutica . Ello es asi porque, como se sabe, la
utilizacion de diferentes definiciones de respuesta terapéutica modifica el resultado de

los analisis y ademas dificulta la comparacion de resultados entre estudios.

Finalmente, hay que sefalar que a pesar de la utilizacién de una estrategia de analisis
estadistico correcta, resulta dificil eliminar completamente la posibilidad de que haya
una relacion directa entre el endofenotipo de gravedad clinica y el de respuesta
terapéutica. La gravedad clinica u otras dimensiones psicopatoldgicas, como puede ser
la presencia o no de un componente afectivo, o la presencia en mayor o menor medida
de déficits cognitivos, podrian actuar como factores intermediarios entre el genotipo y el
endofenotipo de respuesta terapéutica. Asi, aunque la presentacion clinica, y en concreto
la gravedad clinica, no pueden considerarse en sentido estricto como endofenotipos, se
ha sugerido la posibilidad de que podrian comportarse como un factor mediador en el

endofenotipo de respuesta terapéutica (Mouaffak et al., 2011).

7.4. DISC1 y déficit cognitivo

Detectamos, en nuestra muestra de pacientes con un primer episodio de psicosis, una

asociacion significativa entre dos polimorfismos del gen DISCI, el 1rs821616
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(Ser704Cys) y el rs1000731, y la variabilidad en el curso a largo plazo (3 afos) del

funcionamiento cognitivo.

Asi, los pacientes homocigotos para el alelo G (rs1000731) presentaban, al inicio del
tratamiento, un mejor funcionamiento cognitivo en el dominio atencion. Este resultado
contrasta con los encontrados en estudios previos en los que se observa que los
pacientes homocigotos para el haplotipo HEPI (el cual incluye el alelo G del
rs1000731) esta negativamente asociado con la memoria verbal en general (Cannon et
al., 2005). Sin embargo, cuando realizamos los analisis longitudinales y exploramos la
interaccion entre el tiempo de evolucion y el genotipo, observamos unos resultados que
son coherentes con los descritos por Cannon y colaboradores (2005). De esta manera, en
nuestro estudio, aquellos paciente homocigotos para el alelo G mostraron una peor
evolucion de su funcionamiento cognitivo en los dominios de atencion y de memoria de
trabajo, mientras que los pacientes portadores del alelo A presentaron una mejoria en

las puntuaciones en estos dominios, tras 3 afios de tratamiento.

Al estudiar el polimorfismo rs821616, los analisis transversales revelaron que aquellos
pacientes homocigotos para el alelo de riesgo (Ser; A) presentaron un funcionamiento
cognitivo significativamente peor al inicio del tratamiento que los portadores del alelo
Cys (T). Este resultado vienen a confirmar los hallados de estudios previos que indican
que lo pacientes Ser/Ser con un trastorno del espectro de la esquizofrenia mostraban
mayores déficits en las dimensiones de memoria logica (Callicott et al., 2005), fluidez
verbal, asi como en pruebas visuo-espaciales (Palo et al., 2007), que los pacientes
portadores del alelo Cys. Nuestros resultados concuerdan también con los encontrados
en otro estudio realizado en sujetos sanos en el que se encontrd que el alelo Cys estaba
asociado a mejores puntuaciones en las pruebas de razonamiento verbal (Thomson et

al., 2005).

Sin embargo, el anélisis de los cambios cognitivos a lo largo del curso evolutivo para el
polimorfismo rs821616 demostrd unos resultados inesperados, de forma que aquellos
pacientes homocigotos para el alelo de riesgo (Ser; A) mostraron una mejor evolucion
de su déficit cognitivo (dominio motor ) tras 3 afios de tratamiento que aquellos
portadores del alelo Cys. Aunque no existen hasta la fecha otros estudios acerca del
efecto del gen DISCI sobre los cambios evolutivo del funcionamiento cognitivo en

psicosis, cabria esperar que, siendo el alelo Ser el alelo de riesgo, observasemos en los
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pacientes (Ser/Ser), ademds de un mayor déficit neurocognitivo basal, como el

observado, una peor evolucion del déficit cognitivo a lo largo del tiempo.

Una posible explicacion a estos resultados longitudinales podria ser el de que el alelo
Ser es efectivamente un factor de riesgo que determina una peor presentacion clinica,
con un peor funcionamiento cognitivo basal (déficit cognitivo), a pesar de lo cual
seguramente no tiene un efecto sobre la respuesta terapéutica reflejada en el cambio en
el déficit cognitivo a largo plazo. Ademads, resultados obtenidos en estudios
longitudinales sugieren que la funcidon cognitiva en pacientes con esquizofrenia puede
mejorar a lo largo del curso evolutivo (Szdke et al., 2008; Bonner-Jackson et al., 2010),

o al menos mantenerse estable en su déficit (Zipursky et al., 2013).

Otro resultado imprevisto de nuestro estudio fue el del efecto diferenciado de los
polimorfismos estudiados sobre diferentes dominios cognitivos. Hay que sefialar en este
sentido que los test neurocognitivos seleccionados para este estudio evalian dominios
cognitivos especificos, que implican circuitos cerebrales de conectividad neuronal
especificos. Aunque hay suficiente evidencia sobre la implicacion del gen DISCI en
procesos de neurodesarrollo y neuroplasticidad, todavia no disponemos del
conocimiento exacto acerca de si determinados polimorfismos del gen DISC/ tienen un
efecto sobre circuitos neuronales especificos de funcionamiento. Ello es especialmente
relevante, dado que podria ser la explicaciéon a la especificidad del efecto sobre
diferentes dominios cognitivos obtenida en nuestros resultados. En este sentido, Liu y
colaboradores (2013) aportan evidencias consistentes sobre el efecto del polimorfismo
Ser704Cys (rs821616) sobre el circuito tdlamo-prefrontal en humanos (Liu et al., 2013).
Es mas, estudios previos de neuroimagen-genética demuestran que el alelo Ser (Ser/Ser)
estd asociado con diferencias estructurales cerebrales en el cortex motor (Knickmeyer et
al., 2014; Stacey et al., 2014). Dichas alteraciones podrian en cierta medida constituir el
substrato estructural subyacente al déficit neurocognitivo observado por nosotros en el

dominio motor.

En linea con este razonamiento, el rs100073, que ha sido repetidamente implicado en la
atencion y en la memoria de trabajo en pacientes con esquizofrenia, ha sido asociado
ademas con reducciones en la sustancia gris en las circunvoluciones frontal superior e
inferior (Cannon et al., 2005), areas situadas en el cortex prefrontal (Manoach, 2003;

Roiser et al., 2013). Por lo tanto ésta podria ser, de nuevo, la posible explicacion que,
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desde el analisis de la estructura cerebral, se podria dar a las diferencias observadas en
el funcionamiento cognitivo de los pacientes incluidos en nuestra muestra, en los
dominios atencion y memoria de trabajo . Desafortunadamente, no podemos comparar
nuestros resultados con los de estudios previos ya que no se han publicado hasta la
fecha estudios acerca del efecto del gen DISCI sobre los cambios longitudinales del

déficit cognitivo en pacientes con psicosis.

No encontramos, en la poblacién estudiada, ninguna asociacion entre el polimorfismo
1s6675281 y el funcionamiento neurocognitivo. Estudios previos han descrito resultados
inconsistentes sobre el posible efecto de este polimorfismo sobre la neurocognicion en
la psicosis. Asi, Cannon y colaboradores (2005) observan, en una muestra de pacientes
con esquizofrenia, un haplotipo compuesto por este SNP asociado a diferencias en la
memoria de aprendizaje . Sin embargo, Hennah y colaboradores (2005) no hallaron
ninguna asociacion significativa entre el mismo haplotipo y pruebas de memoria visual
y memoria de trabajo. Nicodemus y colaboradores (2014) por su parte, encontraron una
asociacion significativa con la fluidez verbal en controles, pero ninguna asociacion en
pacientes con esquizofrenia. Y por ultimo, Brauns y colaboradores (2011), aunque
encontraron un aumento de la actividad neuronal en el cortex prefrontal durante la
realizacion de pruebas de memoria de trabajo en pacientes portadores del alelo Phe, no
observan ninguna asociacion a diferencias en el funcionamiento cognitivo en ese

dominio en funcién del genotipo.

Parece oportuno mencionar aqui que estd hoy establecido no solo que el déficit
cognitivo es un elemento central en la esquizofrenia sino ademdas que existe una
variabilidad individual en la progresion de los déficits cognitivos en este trastorno
(Heinrichs and Zakzanis, 1998). Parece por ello relevante identificar marcadores
neuropsicologicos capaces de predecir la evolucion del déficit cognitivo en estos
pacientes a lo largo del curso evolutivo. Los estudios longitudinales previos muestran
inconsistencias en sus resultados acerca de esta variabilidad en el curso de los déficits
cognitivos. En general, los déficits parecen ser independientes del resto de la
sintomatologia psicdtica o del efecto del tratamiento farmacologico (Crespo-Facorro et
al., 2009; Ayesa-Arriola et al., 2013), y en cierta medida también de caracteristicas
premorbidas y sociodemograficas (Gonzéalez-Blanch et al., 2008; Ayesa-Arriola et al.,

2013).
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Respecto a los factores biologicos implicados en los cambios cognitivos a lo largo del
tiempo, se sabe que la neurocognicion es un endofenotipo con una influencia genética a
lo largo de la vida tanto en individuos sanos (Deary et al., 2012; Plomin y Deary, 2014)
como en pacientes con psicosis (Bilder et al., 2011; MclIntosh et al., 2013). Por lo tanto,
la variabilidad individual en el curso de los déficits cognitivos observados en la
esquizofrenia podria ser explicada por variaciones en los genes implicados en la

enfermedad.

El gen DISC1 ha sido propuesto como uno de los principales genes candidatos para la
esquizofrenia (Chubb et al., 2008). Su implicacion en la regulacion de diversos aspectos
de la neurogénesis tanto en etapas embrionarias como en el adulto, asi como en el
crecimiento neuronal, y en el desarrollo cortical (Randall et al., 2014), le hace atractivo
para el estudio de endofenotipos que pudieran estar mediados por alteraciones en el
procesos de neurodesarrollo, como es el caso de la neurocogniciéon. Sin embargo,
aunque hay una creciente evidencia de su asociacion con diferencias en el
funcionamiento cognitivo de forma transversal (Porteous et al., 2006), no existen
estudios previos que hayan explorado su posible implicacion en los cambios
longitudinales de los déficits cognitivos en la psicosis. Pese a ello, Thomson y
colaboradores (2005) si informan de la presencia de variaciones en el gen DISCI1

asociadas a cambios cognitivos debidos a la edad en una muestra de sujetos sansos.

7.5. DISC1 y variaciones en el grosor cortical

Al estudiar la posible relacion entre las variaciones en el gen DISC/ y la estructura
cerebral, detectamos una asociacion significativa entre un polimorfismo funcional
16675281 (Leu607Phe), y cambios longitudinales a largo plazo (3 afios) en el grosor de
la corteza cerebral. Estos cambios, aunque eran generalizados a nivel cerebral, aparecian
de forma més prominente en los lobulos frontal y temporal. Asi, aquellos pacientes
homocigotos para el alelo Leu del polimorfismo rs6675281 presentaron una reduccion
del grosor de la corteza cerebral tras 3 afos de seguimiento, mientras que los portadores
del alelo Phe presentaron un incremento en el grosor cortical generalizado, pero mas
prominente en las areas frontal, temporal y parietal. Estos resultados concuerdan con los

de Raznahan y colaboradores (2011), quienes observaron que el ritmo del
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adelgazamiento cortical se atenuaba en los 16bulos frontal y parietal en los sujetos sanos

portadores del alelo Phe.

Los estudios publicados hasta la fecha evaluando los cambios longitudinales del grosor
cortical en esquizofrenia han mostrado resultados escasamente concluyentes (van Haren
et al., 2011; Cobia et al., 2012; Nesvag et al., 2012; Gutiérrez-Galve et al., 2015). La
mayoria de estos trabajos describen un aumento del adelgazamiento de la corteza a lo
largo del curso evolutivo en areas amplias del manto cortical, pero mas pronunciado en
cortex prefrontal y temporal (van Haren et al., 2011; Cobia et al., 2012; Gutiérrez Galve
et al., 2015). Sin embargo, Nesvag y colaboradores (2012), no encontraron diferencias
entre pacientes y controles sanos, describiendo un patrén de adelgazamiento cortical a
lo largo del tiempo similar en ambos grupos. Resulta interesante resefiar en este sentido
que Prasad y colaboradores (2009), en un estudio longitudinal con hijos adolescentes de
pacientes con esquizofrenia, observaron un mantenimiento, e incluso un ligero

incremento del grosor cortical.

Como ya hemos comentado, los pacientes portadores del alelo Phe presentaron un
incremento en el grosor de la corteza cerebral, tras 3 afios de seguimiento. Aunque este
resultado es en cierta medida sorprendente, varios estudios previos sobre morfologia
cerebral en esquizofrenia han sugerido que las anomalias en la estructura cerebral
presentes al inicio de la enfermedad podrian revertirse (Keshavan et al., 1998;
Schaufelberger et al., 2011). En el mismo sentido, un estudio longitudinal reciente
investigando, en pacientes con esquizofrenia y controles sano, los efectos a corto plazo
del tratamiento con antipsicoticos atipicos sobre el grosor cortical, demostré que los
pacientes mostraban un incremento significativo del grosor cortical tras 8 semanas de
tratamiento (Goghari et al., 2013). Ello parece indicar que los antipsicéticos atipicos
podrian inducir un proceso de remodelamiento sinaptico y plasticidad neuronal
(Horacek et al., 2006), el cual podria producir un incremento relativo del grosor cortical
en pacientes comparado con controles sanos, disminuyendo asi el adelgazamiento
cortical natural que ha sido descrito en relacion con el envejecimiento. Otros factores
ambientales, como el estrés cronico (Blix et al., 2013), la dieta (Sizonenko et al., 2013),
o incluso la actividad cognitiva (Engvig et al., 2010), se han descrito como factores que
pueden tener un efecto sobre el grosor cortical. Se ha observado, por ejemplo, que el
estrés cronico modula el adelgazamiento cortical, asi como determinados cambios en el

volumen de estructuras subcorticales, en sujetos sanos (Savic, 2015). Recientemente,
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Mosconi y colaboradores (2014) han demostrado que la dieta Mediterranea puede
proteger contra la disminucion del tejido cerebral. Al mismo tiempo, el funcionamiento
cognitivo se ha asociado con el grosor cortical en regiones fronto-temporales (Tuladhar
et al., 2015), e incluso hay evidencias de un incremento del grosor cortical tras la

practica de tareas cognitivas (Haier et al., 2009).

Globalmente nuestra muestra presenta una reduccion media del grosor cortical total de
0,02 mm después de 3 afios de curso evolutivo tras un primer episodio de psicosis,
reduccion que se manifiesta en el 51% de los pacientes. Asi, podemos afirmar que la
reduccion del grosor de la corteza cerebral observada en nuestro estudio es comparable
con la observada en estudios previos realizados en pacientes con un trastorno del
espectro de la esquizofrenia (van Haren et al., 2011; Nesvag et al., 2012; Cobia et al.,
2012; Gutiérrez-Galve et al.,, 2015). Por ejemplo, en el estudio de van Haren y
colaboradores (2011), que ha de ser considerado como el mayor estudio longitudinal
sobre cambios en corteza cortical en pacientes con esquizofrenia cronica, se encontro,
en el 75% de los pacientes, una reduccion media del grosor cortical de 0,005 mm tras 5
anos de seguimiento. A su vez Cobia y colaboradores (2012), también en una muestra
de pacientes con esquizofrenia cronica, encontraron en las regiones frontal y temporal
una reduccion del grosor cortical de entre 0,06 y 0,08 mm tras 2 afios de seguimiento.
Finalmente Gutiérrez-Galve y colaboradores (2015), en un estudio longitudinal de los
cambios corticales a dos afios de seguimiento tras un primer episodio de psicosis,
encontraron reducciones del grosor de entre 0,02 y 0,06 mm, dependiendo del area

estudiada.

En nuestro estudio no observamos ninguna asociacion significativa entre el
adelgazamiento cortical y variaciones en el polimorfismo rs821616. Sin embargo,
cuando lo combinamos con el otro polimorfismo estudiado (rs6675281), encontramos
un efecto gradual sobre la tasa de adelgazamiento cortical tras 3 afios de seguimiento.
Los pacientes Phe/-+Cys/- mostraron un incremento significativo en el grosor cortical
en diversas dreas cerebrales. El resto de pacientes, por el contrario, mostraron
reducciones en el grosor cortical, siendo estas reducciones mas prominentes en aquellos
pacientes homocigotos para ambos alelos de riesgo de los dos SNPs (Ser/Ser+Leu/Leu).
Una vez mas, estos resultados van en la misma direccidn que lo observados por

Raznahan y colaboradores (2011), quienes encontraron que los pacientes portadores de
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los alelos Phe y Cys (i.e., Phe/-+Cys/-) mostraban una menor tasa de adelgazamiento

cortical en las regiones orbito-frontal, temporal medial, y parietal superior.

Los analisis transversales realizados en nuestro estudio, tanto a nivel basal como a los
tres afios del seguimiento, no evidenciaron la presencia de una asociacion significativa
entre alguno de los polimorfismos del gen DISC/ estudiados (rs6675281 y rs821616) y
variaciones en el grosor cortical. De manera similar, estudios previos sobre el
polimorfismo rs821616 no pudieron demostrar cambios en la estructura cerebral de los
pacientes estudiados (Chakravarty et al., 2012; Kahler et al., 2012). Respecto al
polimorfismo rs6675281, varios estudios previos han aportado resultados
contradictorios. Por ejemplo, Chakravarty y colaboradores (2012) no encontraron
diferencias significativas en funcion del genotipo, mientras que Brauns y colaboradores
(2011) observan que los pacientes portadores del alelo Phe mostraban reducciones
significativas en el grosor de la corteza cerebral en la circunvolucién supramarginal,

comparado con los homocigotos Leu.

7.6. Vision integral del efecto de polimorfismos DISC1 sobre la

psicosis no afectiva

A partir de los resultados de los estudios que componen esta tesis, y de los andlisis
estadisticos complementarios presentados en la misma, podemos concluir que las
variaciones en el gen DISC/ podrian tener un papel relevante sobre al fisiopatologia de
la esquizofrenia, a través de sus efectos sobre la estructura cerebral, y también
modulando aspectos clinicos como la gravedad clinica y la variabilidad en el curso de

los déficits cognitivos.

El analisis integral del efecto de cada polimorfismo sobre los endofenotipos y

caracteristicas clinicas relevantes nos permite establecer las siguientes conclusiones:

En primer lugar, el polimorfismo rs821616 (Ser704Cys), se encuentra asociado a una
mayor gravedad inicial de los sintomas psicoticos positivos (dimension positiva) y en
concreto de las alucinaciones. Ademas el efecto de este genotipo (Ser/Ser) se expresa,
en el inicio del tratamiento, también en el contexto de una peor cognicion (destreza

motora), aunque esta funcion cognitiva evolucionard mas favorablemente a lo largo de
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los 3 afios de tratamiento, hasta igualar finalmente a la de los pacientes portadores del
alelo Cys. A nivel de estructura cerebral, la presencia del alelo Ser (en combinacién con
el alelo Leu del rs6675281) conlleva un mayor nivel de adelgazamiento cortical a largo
plazo, siendo mas prominente esta reduccidon del grosor cuando los pacientes son

homocigotos Ser/Ser y Leu/Leu (rs6675281).

En segundo término, el rs6675281 en solitario también se muestra asociado a cambios
longitudinales en el grosor cortical. Asi, aquellos pacientes homocigotos para el alelo de
riesgo, Leu/Leu, presentaron una peor evolucion en el cambio del grosor de la corteza
cerebral a lo largo de 3 afios de seguimiento. En contraposicion, los pacientes
portadores del alelo Phe, mostraron un engrosamiento de su corteza cerebral

globalmente.

Por ultimo, el polimorfismo rs1000731 esta asociado en nuestra muestra a diferencias
clinicas al inicio de la enfermedad, tanto en sintomatologia positiva y desorganizada,
como en funcién cognitiva. Ademas este SNPs aparece asociado a diferencias
longitudinales cognitivas y diferencias en respuesta terapéutica. Asi, los pacientes
homocigotos G/G, aunque presentan una menor gravedad en la dimension positiva, sus
puntuaciones en la dimension desorganizada, seran mayores que en el resto de pacientes
(portadores del alelo A). Estos mismos pacientes (G/G) presentan un mejor nivel de
funcionamiento cognitivo al inicio del tratamiento (dominio atencion) pero una peor
evolucioén a largo plazo de las funciones cognitivas de atencion y memoria de trabajo
que los portadores de alelo A. Por ultimo, los pacientes G/G son menos frecuentemente
respondedores (identificados segin la respuesta de la sintomatologia negativa ) y
presentan una tendencia a una menor mejoria clinica a lo largo del seguimiento

(longitudinal) en la dimension positiva.

Actualmente, no existe un conocimiento completo de cudl es la funcion bioldgica de la
proteina DISCI1, no pudiéndose explicar de forma exacta y detallada todavia cémo
variaciones en este gen podrian tener una implicacién en la fisiopatologia de la
esquizofrenia. De la misma manera, tampoco se ha llegado todavia a entender con
exactitud como variaciones en este gen podrian tener un efecto modulador sobre el
riesgo de presentar la enfermedad, o sobre la gravedad u otras caracteristicas de la

misma. Sin embargo, si estd hoy en dia bien establecido que el gen DISC! codifica una
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proteina andamio, que interactiia a su vez con varias proteinas formando lo que se ha

llamado el DISC1-Interactome.

Asi, el efecto de la variabilidad de secuencia de DISCI deberia interpretarse en el
contexto de interacciones multiples gen-gen, en el cual el rol final de un gen/proteina es
dependiente de su peso dentro de una via bioldgica especifica. Es mas, debido a que la
proteina DISCI se expresa en el cerebro a nivel neuronal, y de forma predominante en
el hipocampo y en el cortex cerebral (Wang et al., 2008), podria hipotetizarse que las
variaciones genéticas pueden modificar la disponibilidad de la proteina, y
consecuentemente, alterar la eficacia de las vias bioldgicas en las que la proteina esta
implicada de manera mas especifica en estas aéreas cerebrales. En linea con esta idea, se
ha demostrado que la expresion periférica, en linfocitos, de la proteina DISC1 se ve
reducida en los pacientes con esquizofrenia (Millar et al., 2005; Rampino et al., 2014).
Y ademads, que expresiones bajas de DISC1 correlacionan con bajas expresiones de
algunas de sus proteinas compafieras (DISC1 Interactome) en esas mismas areas

cerebrales (Lipska et al., 2006).

Se sabe también que estas proteinas con las que interactia estan implicadas en procesos
de neurodesarrollo, sefialamiento neuronal y en otros procesos de neuroplasticidad en
etapas embrionarias y adultas (Millar et al., 2003; Sawa y Snyder, 2003; Camargo et al.,
2007; Chubb et al., 2008; Jaaro-Peled et al., 2009; Bradshaw y Porteous, 2012).
Estudios en modelos animales han demostrado también una relacion entre mutaciones
en el gen DISCI y cambios cerebrales estructurales e histologicos reminiscentes de la
esquizofrenia, apoyando asi la implicacion del gen DISCI en procesos de

neurodesarrollo y maduracion cortical (Niwa et al., 2010; Lee et al., 2011).

Resulta interesante sefialar, que varios estudios cientificos demuestran que varios
polimorfismos de la DISC1 aparecen asociados a cambios estructurales en el hipocampo
y el cortex pre-frontal (Duff et al., 2013). Al mismo tiempo, estas variaciones
genotipicas de DISCI parecen estar asociadas a alteraciones funcionales, con
predominio en dichas regiones cerebrales, durante la realizacion de tareas cognitivas en
sujetos sanos y en pacientes con psicosis del espectro de la esquizofrenia (DiGiorgio et
al., 2008; Prata et al., 2008; Brauns et al., 2011; Callicott et al., 2013), sugiriéndose que
dicha asociacion podria actuar como un posible indicador de un funcionamiento

cerebral menos eficiente.
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Estas dos areas cerebrales (hipocampo y cortex pre-frontal), que mostraron diferencias
estructurales y cambios funcionales en relacion con variaciones en el gen DISCI, juegan
un papel central en la fisiopatologia de la esquizofrenia, estando implicadas en la
génesis de la sintomatologia psicotica y de los déficits cognitivos, de acuerdo con la
teoria dopaminérgica de la esquizofrenia (Abi-Dargham, 2005; Howes y Kapur, 2009).
Interesantemente, en una revision reciente sobre el gen DISCI se detallan varios
hallazgos sobre la relacion entre este gen y el sistema dopaminérgico en estudios

celulares y animales con ratones knock-down (Soares et al., 2011).

Por lo tanto, es plausible que alteraciones en el gen DISC! puedan afectar, a través de la
modulacién de las proteinas del complejo DISC1 Interactome, algunos de los procesos
de neurodesarrollo y maduracion cerebral en los que intervienen. Se generarian asi, a
través de dichos procesos, unos circuitos cerebrales menos eficientes, produciendo
finalmente un cerebro mas vulnerable, posiblemente con una predisposicion a una
presentacion clinica mas grave, con un mayor déficit cognitivo y a largo plazo con un

mayor adelgazamiento cortical.

En linea con este razonamiento, dos estudios recientes encuentran variaciones del gen
DISCI asociadas a diferencias significativas en la integridad de la substancia blanca,
medida con técnicas de neuroimagen de tensor de difusion magnética (Sprooten et al.,
2011; Whalley et al., 2015). Sugiriendo que estas disrupciones de la sustancia blanca

podrian producir deficiencias en la trasmision de la informacion entre areas cerebrales.

7.7. Fortalezasy debilidades de los trabajos

A pesar de la actual controversia suscitada sobre si sigue siendo valido el estudio de
genes candidatos para la investigacion de las bases genéticas de una enfermedad
compleja como la esquizofrenia, frente a aproximaciones mas complejas como los
GWAS, creemos que esta aproximacion todavia es valida, e incluso complementaria a la
de los GWAS. Asi, consideramos que esta metodologia de estudio de genes candidatos
sigue siendo de interés, sobre todo cuando el objetivo es establecer el rol de un gen en
fenotipos especificos. Sin embargo, en la aplicacion de esta estrategia de estudio la
seleccion de genes debe ser muy rigurosa y la justificacion cientifica para su estudio

muy soélida, criterios que en la medida de lo posible hemos tratado de incorporar en

131



Discusion

nuestros estudios. Pese a todo, los datos encontrados en estos trabajos deberan
interpretarse con cierta cautela dada las limitaciones que en ellos se pueden encontrar, y

que pasaremos a analizar a continuacion.

La primera limitacién a mencionar es que los estudios que componen esta tesis estan
realizados sobre tres SNPs del gen DISC1, y por consiguiente para conseguir una mayor
y mas exacta representacion de la variabilidad del gen deberian haberse incluido otros

polimorfismos del gen y seguirse una metodologia de anélisis por haplotipos.

Otra de las limitaciones esta en relacion con las caracteristicas de la muestra objeto de
estudio, tanto en lo que concierne al nimero y edad de los pacientes, como al hecho de
la presencia en ella de factores ambientales que puedan tener un efecto sobre los
endofenotipos estudiados, como puede ser el caso del consumo de sustancias toxicas
sobre la estructura cerebral. En este sentido en nuestra muestra el consumo de cannabis
y alcohol estd muy extendido, y comienza a unas edades muy tempranas. Sin embargo,
estos factores de confusion (potenciales) fueron controlados en los analisis estadisticos.
En relacion con la edad de la muestra incluida en nuestros estudios (edad media de
inicio de la enfermedad 27,8 afios) vemos que es mas alta que la descrita en otros
estudios de primeros episodios. Si bien esto podria valorarse como una limitacion e
interpretarse como la obtencion de una muestra atipica, lo cierto es que esta derivada del
hecho de haber establecido en nuestro programa de Intervencion Temprana como
criterio de inclusion de pacientes un rango de edad mas amplio (15-65 afos) del
normalmente utilizado en estudios de primeros episodios de psicosis, y que
consideramos mas acorde con la edad de inicio de la psicosis en la practica clinica
habitual. Otra limitacidn tiene que ver con el tamafio muestral, el cual si bien es grande
para el estudio de alguna de las variables, como por ejemplo los estudios de
neuroimagen, no resulta tan grande para los estudios genéticos. Seria conveniente la

replicacion de estos trabajos en muestras independientes y mas amplias.

Asi, y a modo de conclusion general sobre la caracteristicas de la poblacion muestral,
tenemos que decir que si bien las caracteristicas sefialadas podrian condicionar los
hallazgos encontrados, ocurre que como hemos indicado estan en gran medida
condicionadas por el hecho de que uno de los objetivos de nuestros estudios era
investigar las bases genéticas del trastorno en una poblacion muestral representativa de

los pacientes que desarrollan la enfermedad en la comunidad. La intencion ha sido por
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lo tanto superar en nuestros estudios las limitaciones derivadas del disefio de estudios
previos en los que se utilizan muestras seleccionadas y por lo tanto sesgadas de
pacientes, las cuales por lo tanto no pueden ser consideradas como representativas del

global de los pacientes que desarrollan la enfermedad.

La estrategia de agrupacion de los genotipos en los andlisis estadisticos, la cual fue
adoptada con el fin de poder comparar nuestros resultados con los de estudios previos,
ha generado en ciertos casos un desequilibrio entre los grupos de genotipos, que pueden
haber afectado a los andlisis estadisticos posteriores, limitando nuestra capacidad de
detectar asociaciones significativas. A ella habria que afiadir la limitacion inherente a la
necesidad de realizar en algunos de los andlisis multiples pruebas estadisticas,
introduciendo asi la posibilidad de que algunos de los hallazgos surjan por azar. Hay
que sefialar no obstante que tras corregir por “pruebas multiples”, algunas de las
asociaciones significativas encontradas no se mantuvieron. Es de sefalar, sin embargo,
que dicha anulacion de la significacion podria también explicarse como derivada de un
relativamente limitado tamafio muestral, siendo por ello posible considerar que en una
muestra mas grande la significacion estadistica hubiera sobrevivido a la correccion por

pruebas multiples.

Finalmente, otra debilidad de los estudios incluidos relativos a los endofenotipos
cognicién y estructura cerebral, ha sido la ausencia de una muestra de controles sanos
suficientemente grande como para poder ser incorporada en los analisis. Ello ha
impedido que hayamos podido comparar el efecto de las variaciones del gen DISCI en
la cognicion y en el grosor de la corteza cerebral entre pacientes con psicosis y sujetos

Sanos.

Los estudios que componen esta tesis, a pesar de las limitaciones previamente
indicadas, presentan una serie de importantes fortalezas. Una de las principales es
precisamente la naturaleza de la muestra sobre la que estan realizados. Se trata, como ya
hemos indicado, de una muestra muy homogénea y que presenta un elevado nivel de
representatividad de la poblacion que, en la comunidad de Cantabria, desarrolla la
enfermedad y que por lo tanto plantea una “demanda de atencion” en el sistema publico
de salud. Al mismo tiempo al estar incluida en un programa de intervencion clinica
especializado de 4° nivel, se asegura una gran fiabilidad en el proceso de elaboracion

diagnostica, asi como en la recogida de datos psicopatologicos y de datos relativos al
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tratamiento tanto a nivel basal como todo a lo largo de seguimiento. Ademas, y como
caracteristica positiva adicional dicha poblacion estd incorporada en un programa de
seguimiento, con un disefio clinico asistencial e investigador, a largo plazo que se
extiende a lo largo de los tres primeros afios del curso evolutivo de la enfermedad. Ello
confiere al estudio una naturaleza excepcional que la hace tnica en el contexto

nacional.

Finalmente, la muestra utilizada en los estudios incluidos, estd formada por una amplia
gama de diagnosticos de psicosis no afectiva del espectro de la esquizofrenia. Si bien
este hecho podria interpretarse como una limitacion ya que los resultados obtenidos
podrian ser menos especificos de la sub-muestra nuclear con diagnostico de
esquizofrenia, sin embargo tienen la ventaja de permitir investigar las asociaciones entre
las variaciones en el gen DISC/ y diversas caracteristicas clinicas y endofenotipos de la

enfermedad de forma amplia en las psicosis no afectivas.

7.8. Futuras lineas de investigacion

En primer lugar, seria de gran interés en futuras investigaciones, completar el estudio
del gen DISCI, incorporando como indicamos anteriormente una representacion mas
completa de su variabilidad, a través del estudio de mas SNPs y del uso de andlisis

haplotipicos.

En segundo lugar, cabe recordar que el modelo explicativo mds ampliamente aceptado
para la fisiopatologia de la esquizofrenia postula la accion convergente de varios
factores, tanto los relacionados con los genes, como con el medio ambiente. En este
sentido, endofenotipos tan complejos como los aqui estudiados, como son el grosor
cortical, la neurocognicion y la respuesta terapéutica, serian dificilmente explicados por
la accion individual de un solo gen. En este sentido seria de gran relevancia el estudio
de la interaccion con otros genes como por ejemplo los que codifican para las proteinas
con las que interactiia la proteina DISC1 (DISCI Interactome), u otros genes que
codifican para proteinas con las que interactua por ejemplo en la via glutamatérgica, a

través de la cual puede tener un papel en la farmacorrespuesta.

En tercer lugar, es de alto interés ampliar el estudio del efecto de este gen en la psicosis

a través de otros endofenotipos que nos pueden ayudar a explicar las alteraciones
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estructurales y funcionales subyacentes a la psicopatologia psicotica y en concreto a los
déficits cognitivos, como es el caso de la integridad de la sustancia blanca (Hashimoto
et al., 2006; Sproote et al., 2011; Li et al., 2013; Voineskos, 2014). Para el estudio de
este endofenotipo contamos ya con datos obtenidos del andlisis de neuroimagen, de
pacientes del programa PAFIP, con DTI realizado por nuestro equipo y el Laboratorio

de Neuroimagen del IDIVAL.

Por ultimo, seria de gran interés acometer el estudio de endofenotipos mas especificos y
mas cercanos al nivel genético, como los que se estan proponiendo en los ultimos afios
en el area de la protedmica o la transcriptomica, y acerca de los cuales hay lineas de

investigacion abiertas en nuestro grupo.
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A partir de los datos obtenidos en los estudios que componen esta tesis doctoral,

podemos establecer las siguientes conclusiones:

1. En nuestra muestra, al contrario de lo esperado, variaciones en el polimorfismo
1821616 (Ser704Cys) del gen DISCI no se asocian a un diferente riesgo de padecer un

trastorno psicdtico del espectro de la esquizofrenia.

Contrary to our hypothesis, variations in Ser704Cys polymorphism (rs821616) are

not associated to risk of suffering a schizophrenia-spectrum psychotic disorder.

2. El alelo Ser del polimorfismo Ser704Cys (rs821616) contribuye a una presentacion
psicopatologica de mayor gravedad, con sintomatologia psicética positiva, sobre todo
del tipo de las alucinaciones, en pacientes afectos de un primer episodio de psicosis no

afectiva.

Ser allele in Ser704Cys polymorphism contributes to a more severe
psychopathological presentation, with more severe positive symptoms, and in
particular hallucinations, at the onset of a first episode of psychosis.

3. Variaciones en el gen DISCI se asocian a diferencias longitudinales en la estructura
cerebral en pacientes con un primer episodio de psicosis no afectiva; asi, en estos
pacientes, el grosor de la corteza cerebral evoluciona a largo plazo de diferente forma en

funcion del genotipo DISCI.

We observed significant association between the DISC1 gene polymorphism
rs6675281 alone, and the combination of rs6675281 and rs821616, and differences
in long-term cortical thickness growth. We observed an overall difference in
cortical thickness, as well as heightened disparities in the frontal and temporal

brain regions.
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4. Variaciones en el gen DISC1 se asocian a patrones diferenciados de evolucion a largo
plazo del déficit cognitivo presente al inicio de la enfermedad, en pacientes con un

primer episodio de psicosis.

Variations in DISC1 gene polymorphisms determine differences in the long-term
course in cognitive performance deficits that are present at the beginning of the

iliness in patients suffering from a first episode of non-affective psychosis.

5. Variaciones en el gen DISCI tienen un efecto sobre la respuesta terapéutica a

farmacos antipsicoticos durante las fases iniciales de un primer episodio de psicosis.

Variations in DISC1 gene have an effect on treatment response to antipsychotics at
the initial phase of treatment in patients suffering from a first episode of non-
affective psychosis.

6. El analisis integrado de estos hallazgos nos sugiere un posible papel del gen DISC1
en la fisiopatologia de la esquizofrenia, probablemente a través de alteraciones en los
procesos de neurodesarrollo en los que estd implicado este gen. Se propone asi la
posibilidad de llegar a identificar nuevas dianas terapéuticas, en la ruta molecular del
gen DISCI, para el tratamiento de pacientes con un primer episodio de psicosis no

afectiva.

An integrative analysis of the results suggests a possible role of DISC1 gene in the
pathophysiology of schizophrenia, probably through altered neurodevelopment
processes in which it is involved. It is that way suggested the possibility of
identifying new drug targets, in the DISC1 molecular pathway, for the treatment

of patients suffering from a first episode of non-affective psychosis.
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