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RESUMEN

Antecedentes. Estudios epidemiol6gicos muestran que existe una mayor tasa
de uso de sustancias en individuos con otro trastorno psiquiatrico, lo que se ha
llamado patologia dual. La patologia dual conlleva a un incremento en la
disfuncién de los individuos afectados. El riesgo genético para patologia dual
solo se estima de forma individual en los trastornos que lo componen, en
individuos con uso de sustancias 0 con trastornos psiquiatricos. Por lo que el
presente trabajo tiene el objetivo de estimar el riesgo genético para patologia
dual en poblacion mexicana.

Material y Métodos. En el presente estudio se incluyeron 3 914 individuos.
Realizamos genotipificacién a nivel de genoma completo con un microarreglo
comercial. Estimamos el riesgo genético para patologia dual, derivado de otras
poblaciones y a partir de la poblacion mexicana, mediante diferentes modelos
estadisticos. Para determinar el riesgo genético derivado de la poblacién
mexicana, realizamos un estudio de asociacion de genoma completo, con
predicciéon funcional in silico de las variantes genéticas asociadas. Ademas,
estimamos el efecto de la ancestria genética en el riesgo genético, e
implementamos un método para corregir el efecto.

Resultados. Los individuos con patologia dual presentaron mayor riesgo
genético, para esquizofrenia y trastorno depresivo mayor (derivado de otras
poblaciones), comparado con individuos con solo una sintomatologia
psiquiatrica. El riesgo genético (estimado mediante el escaneo del genoma
completo en poblacion mexicana) fue mayor en individuos con patologia dual,
comparado con individuos con solo uso sustancias o que solo presentaron

sintomas psiquiatricos, asi como los individuos sin sintomas psiquiatricos.



Ademas, la heredabilidad estimada para la patologia dual también fue mayor, sin
embargo, la heredabilidad de individuos con solo uso de sustancias no fue
posible estimarla. En el estudio de asociacion de genoma completo identificamos
variantes genéticas asociadas en genes involucrados en una posible
hiperdopaminergia (MSRA), disfuncion mitocondrial — glutamatérgica
(SLC25A12, SLC17A18 y GRIK4) y genes involucrados en la funcién vascular
(BAIAP2). Identificamos, que la ancestria genética presenta una fuerte
correlacién con el riesgo genético, e implementamos un método para corregir el
efecto de la ancestria genética.

Conclusiones. El riesgo genético fue mayor en individuos con patologia dual,
comparado con aquellos que solo usan sustancias o con sintomas psiquiatricos.
Palabras clave: patologia dual, riesgo genético, estudios de asociacion de
genoma completo, bioinformatica, uso de sustancias, sintomatologia

psiquiatrica, puntajes de riesgos poligénico, Encodat 2016.
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ABSTRACT

Background. Epidemiological studies have shown that there is a higher rate of
substance use in individuals with other psychiatric symptoms, and this leads to
an increase in dysfunction in individuals affected by both. The genetic risk, for the
manifestation of both symptoms, has only been estimated in one
symptomatology, so the present work has the objective of estimating the genetic
risk for the use of substances and other psychiatric symptoms in the Mexican

population.

Material and Methods. 3,914 individuals were included in the present study. We
perform genotyping at the whole genome level with a commercial microarray. We
estimate the genetic risk for substance use and other psychiatric symptoms,
derived from other populations and from the Mexican population, using different
statistical models. To determine the genetic risk derived from the Mexican
population, we conducted a whole genome association study, with in silico
functional prediction of the associated genetic variants. In addition, we estimate
the effect of genetic ancestry on genetic risk, and implement a method to correct

for the effect.

Results. Individuals with substance use and other psychiatric symptoms
presented a higher genetic risk, derived from other populations for schizophrenia
and major depressive disorder, compared to individuals with only one psychiatric
symptomatology. In the whole genome association study we identified associated
genetic variants in genes involved in possible hyperdopaminergic (MSRA),
mitochondrial-glutamatergic dysfunction (SLC25A12, SLC17A18 and GRIK4)
and genes involved in vascular function (BAIAP2). The genetic risk in individuals

with substance use and other symptoms was higher, compared to those who only

Xii



use substances, only presented psychiatric symptoms and individuals without
psychiatric symptoms. Furthermore, heritability for substance use and other
psychiatric symptomatology was higher, compared to individuals with only
psychiatric symptomatology without substance use, and the heritability of
substance use only could not be estimated. We identified that genetic ancestry
has a strong correlation with genetic risk, and we implemented a method to

correct the effect of genetic ancestry.

Conclusions. The genetic risk was higher in individuals with substance use and

other psychiatric symptoms.

Keywords: genetic risk, whole genome association studies, bioinformatics,
substance use, psychiatric symptomatology, polygenic risk scores, Encodat

2016.
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1. ANTECEDENTES.

1.1. La patologia dual.

1.1.1. Definicién de trastorno psiquiétrico.

La salud mental de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, se define
como “Un estado de bienestar en el cual los individuos son conscientes de sus
propias capacidades, que pueden afrontar las tensiones normales de la vida,
trabajar de forma productiva, fructifera y es capaces de hacer una contribucion
a su comunidad” (Fischer y Carpenter, 2009; Stein et al., 2010; Telles-Correia,
Saraiva, y Gongalves, 2018). En contraste, un trastorno psiquiatrico o
enfermedad mental, se especifica como una alteracion de tipo emocional
cognitiva o de comportamiento, en el que quedan afectados procesos
psicolégicos basicos como: emocion, motivacioén, cognicion, conciencia,
conducta, percepcion, sensacion, aprendizaje y lenguaje. La alteracion de estos
procesos dificulta que la persona se adapte al entorno cultural y social en que
vive, generando un malestar subjetivo (Fischer y Carpenter, 2009; Stein et al.,
2010; Telles-Correia et al., 2018). Los trastornos psiquiatricos constituyen uno
de los principales problemas de salud publica en el mundo (Michaud, 2009;
Murray et al., 2012; Prince et al., 2013). Estos son la causa del 28% del total de
la discapacidad y son responsables del 11.5% de la carga global de enfermedad
(Michaud, 2009; Murray et al., 2012; Prince et al., 2013). Ademas, se estima que
los trastornos psiquiatricos constituyen el 8.0% de los afios perdidos de vida
saludable (Berenzony Juarez, 2005; Saavedra Solano, Berenzon Gorn, y Galvan

Reyes, 2016).



Los trastornos psiquiatricos presentan una serie de signos (comportamientos
observados) y sintomas autoreportados (sentimientos y pensamientos), donde
la manifestaciéon de ambos es lo que se conoce como sintomas psiquiatricos (L.
A. Clark, Cuthbert, Lewis-Fernandez, Narrow, y Reed, 2017). Los trastornos
psiquiatricos, se han clasificado basandose en la presencia de diferentes
patrones de dichos sintomas (Regier, Kuhl, y Kupfer, 2013; van Heugten — van
der Kloet y van Heugten, 2015), enumerados en dos guias clinicas principales:
el American Psychiatric Association’s Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM, en sus diferentes versiones) y el World Health Organization’s

International Classification of Diseases (ICD, en sus diferentes versiones).

1.1.2. El trastorno por uso de sustancias.

El uso de sustancias psicoactivas (las cuales llamaremos solo uso de sustancias
a lo largo del presente trabajo), de acuerdo al DSM-5, puede definirse como al
uso de sustancias (alcohol, tabaco, anfetaminas, cannabis, etc), que causa una
disfuncion significativa, problemas de salud y falta de apego a responsabilidades
(Hasin et al., 2013; Volkow, Koob, y McLellan, 2016), donde se pueden identificar
tres formas: leve, moderada y severa. Algo caracteristico del uso de sustancias,
es gque cualquier persona puede utilizar una sustancia, sin embargo, no todos los
individuos desarrollan trastorno por uso de sustancias, de acuerdo al DSM-5, se
deben de contar con 2 0 mas de los siguientes sintomas por un periodo de 12
meses (Hasin et al., 2013):

a) Uso peligroso.

b) Problemas sociales/interpersonales por el uso.

c) Dejar de lado grandes responsabilidades por el uso.

d) Abstinencia.



e) Tolerancia.

f) Usar mayor cantidad/ usar mayor tiempo.

g) Intentos repetidos para dejar el uso/controlar su uso.

h) Mucho tiempo consumido en el uso.

i) Problemas fisicos/psicolégicos por el uso.

j) Dejar actividades cotidianas por el uso.

k) Ansiedad por no consumir.
La forma mas severa, se caracterizada por un uso crénico de la sustancia, sin
autocontrol y con busqueda continua de la sustancia, es lo que se conoce como
adiccion (donde se cumplen 3 o mas criterios del inciso d al k, de acuerdo al
DSM-5). Aun, continua siendo debatido si el uso de sustancias puede debe ser
considerado como una enfermedad, incluso la adiccion, (Hall, Carter, y Forlini,
2015; Volkow y Koob, 2015; Volkow etal., 2016). Sin embargo, estudios
neurobioldgicos recientes apuntan a que el uso de sustancias, puede
desencadenar cambios cerebrales, que son los que promueven la manifestacion
de los sintomas (Cadet, Bisagno, y Milroy, 2014; Egleton y Abbruscato, 2014;
Parvaz, Alia-Klein, Woicik, Volkow, y Goldstein, 2011). Dentro de las alteraciones
cerebrales promovidas por el uso de sustancias, evaluadas por estudios de
neuroimagen, se encuentra el aumento de dopamina en las regiones
mesolimbicas y mesocorticales, generado una hiperactivacion de las neuronas
dopaminérgicas en estos circuitos cerebrales (Bassareo, De Luca, y Di Chiara,
2002; Di Chiara, 1998; Goldstein et al., 2007; Koob y Volkow, 2010; Nader y
Czoty, 2005; Volkow etal., 1993). Ademéas, de desregulacion de otros
neurotransmisores como: glutamato, serotonina, acetilcolina y opioides. Los

cambios en los neurotransmisores, principalmente el incremento en dopamina,



conllevan a aumentar la aparicion de los sintomas del uso de sustancias (Parvaz
et al.,, 2011). Sin embargo, los mecanismos etiopatoldgicos que conllevan a un

proceso adictivo, aun contindan en proceso de estudio.

1.1.3. El uso de sustancias en individuos con trastornos psiquiatricos (patologia

dual).

Una caracteristica de los individuos con uso de sustancias es que presentan una
de las tasas mas altas de coocurrencia de otros sintomas psiquiatricos o
trastornos psiquiatricos diagnosticados, que convergen con el uso de sustancias
(Kessler, 2004; McGrath et al., 2020). En estudios epidemioldgicos, se estima
que la tasa de coocurrencia de ambas (uso de sustancias y otro trastorno o
sintomas psiquiatricos) haciende hasta un 90%. Un ejemplo de la coocurrencia
de ambas sintomatologias es la alta prevalencia de psicosis (alucinaciones o
delirios) en individuos con uso de cannabis (Hall y Degenhardt, 2008; Hamilton
y Monaghan, 2019; Ortiz-Medina et al., 2018; Parakh y Basu, 2013). Algunos
otros estudios epidemiolégicos, demuestran que los individuos con uso
constante de cannabis (uso de sustancias) presentan dos veces mas riesgo de
presentar psicosis (sintoma psiquiatrico) de aquellos que no usan cannabis. Otro
ejemplo, se observa en los individuos con exposicidn a un evento traumatico
(maltrato infantil, robos, guerra, etc) (Blanco et al., 2020; Mergler et al., 2018;
Rasmussen, Arefjord, Winje, y Dovran, 2018), donde el uso de sustancias
psicoactivas puede incrementar hasta tres veces mas el riesgo de padecer estrés
postraumatico. Sin embargo, la coocurrencia de uso de sustancias y otro sintoma
o trastorno psiquiatrico mas comun identificada es el uso de tabaco y alcohol en
individuos con ansiedad o alteraciones del estado del animo (mania y depresién)

(Bellos, Petrikis, Malliori, Mavreas, y Skapinakis, 2020; Hasin, Stinson, Ogburn,



y Grant, 2007; Prochaska, Das, y Young-Wolff, 2017). La coocurrencia de uso
de sustancias en individuos con algun trastorno psiquiatrico es tan alta, que
algunos autores llaman patologia dual. Una de las caracteristicas de los
individuos con la manifestacion de ambas sintomatologias psiquiatricas es que
su respuesta al tratamiento (psicolégico y farmacolégico) es menor, su tasa de
muertes por suicidio es mayor, su manifestacion de sintomas psiquiatricos
presenta cuadros mas graves (Poorolajal, Haghtalab, Farhadi, y Darvishi, 2016;
Richert, Anderberg, y Dahlberg, 2020; Wilton y Stewart, 2017), por lo que
clinicamente se transforma en un grupo altamente vulnerable. Durante mucho
tiempo, los estudios cientificos en la fisiopatologia de la patologia dual, se
detuvieron y no se realizaron muchos estudios alrededor de la coocurrencia de
ambos sintomas (uso de sustancias y otro trastorno o sintoma psiquiatrico), por
lo que las investigaciones cientificas al respecto contindan.

Los mecanismos fisiopatolégicos de la patologia dual contindan sin ser
esclarecidos, sin embargo, actualmente existen algunas hipétesis generales que
tratan de explicarla, las cuales se expondran brevemente a continuacion
(Mueser, Drake, y Wallach, 1998; Polimanti, Agrawal, y Gelernter, 2017). Sin
embargo, el poder diferenciar el sentido de la aparicién de los sintomas en
patologia dual, es el mayor obstaculo, aun no es posible, determinar qué fue
primero, si el uso de las sustancias, desencadenando los sintomas psiquiéatricos,
o los sintomas psiquiatricos promueven un mayor uso de sustancias. En este
sentido, las hipotesis se han dividido, en si existe un trastorno o sintoma
psiquiatrico previo o si se utilizaron sustancias sin sintomas psiquiatricos
previos (Figura 2). En las hipétesis del uso de sustancias con un sintoma o

trastorno psiquiatrico previo, se encuentra el modelo de diatesis-estrés, factores



de riesgo comunes y la hipotesis de la automedicaciéon. El modelo de diatesis-
estrés, establece que para la aparicién de patologia dual deben existir factores
de riesgo (genética, infeccion, etc.) que bajo un ambiente estresante (nivel
socioeconémico, ambiente familiar, etc.) conlleva a su manifestacion. La
segunda hipdtesis establece que ambos trastornos podrian estar influenciados
por factores de riesgo comunes entre ambos. Mientras que, el modelo de auto-
medicacion, sugiere que el uso continuo de la sustancia promueve una mejoria
de los sintomas psiquiatricos, por lo que se contindla su consumo para tratar de
mejorar sus sintomas.

En contraste a estas hipoétesis, y considerando el uso de sustancias como
desencadenante de los sintomas psiquiatricos, algunos autores han propuesto
que el desarrollo de la sintomatologia psiquiatrica podria ser inducido por el uso
continuo de las sustancias, principalmente por uso de estimulantes psicoactivos,
como cocaina o anfetaminas (Cadet etal., 2014; Pacini, Maremmani, y
Maremmani, 2020; Pani et al., 2010; Swendsen et al., 2010). El diferenciar la
causalidad de la coocurrencia del uso de sustancias y otro trastorno psiquiatrico
aun debe ser explorado, en el sentido de explorar si el uso de sustancias induce
la aparicién de otras sintomatologias psiquiatricas, o si el uso de sustancias

psicoactivas es efecto de factores etiol6gicos comunes entre ambas (Figura 1).



Figura 1.
Esquema general de las hipétesis para patologia dual.

Uso de Sustancias. Uso de Sustancias.
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Nota. Las hipétesis generales de la patologia dual, radican en diferenciar entre dos grupos a los

individuos afectados. En el primer grupo, son individuos con uso de sustancias que presentan
sintomas o trastornos psiquiatricos previos al uso de sustancias y que utilizan sustancias para
tratar de controlar los sintomas (hipotesis de la automedicacioén), o que existen factores de riesgo
gue los llevan a usar la sustancia. Dentro de este primer grupo, también es posible enunciar la
hipotesis de diatesis estrés, donde el uso de sustancias bajo una vulnerabilidad biol6gica conlleva
a la manifestaciéon de patologia dual. Dentro del segundo grupo, se encuentran los individuos
gue no presentan sintomas o trastornos psiquiatricos, previos al uso de sustancias, donde bajo
el uso de sustancias se induce la presencia de sintomas psiquiatricos. Sin embargo, estas
hip6tesis adn continGan bajo estudio.

Patologia Dual

1.2. Factor de riesgo genético para patologia dual.

1.2.1. Los sintomas o trastornos psiquiatricos como una enfermedad compleja.
El uso de sustancias, asi como otros sintomas o trastornos psiquiatricos son
considerados como enfermedades complejas (Avramopoulos, 2010; Joober,
2013; Mitchell, 2012; Timpson, Greenwood, Soranzo, Lawson, y Richards, 2018).
Las enfermedades complejas, son enfermedades comunes (mas del 1% de

prevalencia), en las cuales la manifestacion de la sintomatologia es la suma de



factores ambientales, socioculturales y biolégicos, que juntos confieran un mayor
riesgo para el desarrollo de la sintomatologia (Mitchell, 2012). Debido a la
influencia de la gran cantidad de factores asociados no podemos hablar de
factores causales de las enfermedades complejas. Los factores de riesgo de las
enfermedades complejas, pueden dividirse en dos grandes grupos,: ajenos al
paciente y factores propios del paciente (Lewis et al., 2007; Martens y van Loo,
2009; McHale et al., 2018; Said et al., 2019; Stolk et al., 2008; Zhu et al., 2018).
Los factores ajenos al paciente incluyen los factores ambientales. Mientras que,
dentro de los factores propios del paciente se consideran: factores bioldgicos (el
riesgo genético, el género, la edad, niveles hormonales) (van Loo y Martens,
2007). La gran mayoria de los estudios recientes de los factores de riesgo
asociados a las enfermedades complejas (incluidos los sintomas o trastornos
psiquiatricos), se centran en el estudio del factor de riesgo genético (M. S. Kim,
Patel, Teng, Berens, y Lachance, 2018; P. H. Lee et al., 2019; J. Martin, Taylor,
y Lichtenstein, 2018).

1.2.2. El riesgo genético en los trastornos psiquiétricos.

Recientemente, los estudios respecto al factor genético asociado a las
enfermedades complejas han incrementado mucho (J. Martin etal., 2018;
Motulsky, 2006; Shih, Belmonte, y Zandi, 2004). El estudio del factor genético
para cualquier enfermedad compleja, debe estar respaldada por una alta
heredabilidad (Mayhew y Meyre, 2017; Raffield et al., 2015; Zaitlen y Kraft,
2012a). La heredabilidad para los trastornos psiquiatricos se estima desde 40 al
90%, dependiendo del trastorno (Geschwind y Flint, 2015); para el trastorno de
ansiedad generalizada es del 40%, mientras que, la heredabilidad mas alta la

presentan la esquizofrenia y el trastorno del espectro autista, con estimaciones



por arriba del 90% (Burmeister, Mclnnis, y Zollner, 2008). La alta heredabilidad
de los trastornos psiquiatricos provee una fuerte evidencia para realizar estudios
que permitan evaluar dicho factor genético asociado (lo cual en el presente

trabajo llamaremos solo factor genético).

Para la evaluacion del factor genético se identifican dos etapas, la de estudios
de genes candidatos y los estudios de asociacién de genoma completo (Sullivan,
Daly, y O’'Donovan, 2012). ElI comparar variantes genéticas en regiones
pequefias del genoma, mediante técnicas moleculares de baja resolucion,
genero los estudios de genes candidato en los trastornos psiquiatricos. En estos,
se buscaban las diferencias entre las frecuencias alélicas de genes que podrian
estar involucrados en mecanismos fisiopatoldgicos, como los receptores de
neurotransmisores y las enzimas involucradas en su sintesis (Amos, Driscoll, y
Hoffman, 2011; Koenen, Duncan, Liberzon, y Ressler, 2013; Patnala, Clements,
y Batra, 2013). Sin embargo, una deficiencia de los estudios de gen candidato
fue la poca reproducibilidad de muchos estudios, posiblemente derivado de
diferencias en los esquemas de muestreo en diferentes poblacionales. Por lo
que, continuo la busqueda de los factores genéticos asociados a los trastornos
o sintomas psiquiatricos utilizando otras tecnologias, evaluando una mayor
cantidad de variantes genéticas con el uso de los microarreglos (Aitman, 2001;
Certa, 2011; Mockler y Ecker, 2005; Waddell, 2008; Ward, 2006). La evaluacién
de estas variantes en miles de genes, plante6 la posibilidad de comparar las
frecuencias alélicas en miles de variantes genéticas con lo que surgieron los
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, por sus siglas en ingles
genome-wide association study) (Cichon et al., 2009; Ikegawa, 2012; Visscher

et al., 2017). Los GWAS presentan ventajas sobre los estudios de gen candidato,



debido a que son libres de hipotesis y pueden se identificar nuevos loci asociados
que no se consideraron estar involucrados en la fisiopatologia de la enfermedad.
Ademas, los estudios de GWAS has permitido estimar el riesgo genético
asociado a los sintomas o trastornos psiquiatricos, mediante la generacion de
estadisticos de resumen (las cuales son parametros estadisticos que nos
permiten resumir el valor de asociacion de cada variante individual, como el valor
de la razén de momios). Sin embargo, una deficiencia de los GWAS es que la
cantidad de variantes genéticas analizadas en un microarreglo son mayores que
los individuos incluidos, por lo que se requieren tamafios de muestra muy
grandes (> 1 000 individuos) para presentar un poder estadistico suficiente
(Chapman, Ferreira, Morris, Asimit, y Zeggini, 2011; Murcray, Lewinger, Conti,
Thomas, y Gauderman, 2011; Nishino, Ochi, Kochi, Tsunoda, y Matsui, 2018).
Recientemente la comunidad cientifica internacional permitié sumar individuos a
los andlisis y meta-analizar los resultados de los GWAS, integrandose el
consorcio de gendémica psiquiatrica (PGC, por sus siglas en inglés Psychiatric
Genomics Consortium) (Logue et al., 2015; Sullivan et al., 2018). Los estudios
de GWAS realizados por el PGC, han generado cientos de loci asociados a los
trastornos psiquiatricos, con lo que ahora sabemos que estos trastornos son
poligénicos (presentan muchas variantes genéticas en muchos genes que se
encuentran asociadas) (Autism Spectrum Disorders Working Group of The
Psychiatric Genomics Consortium, 2017; Consortium, 2014; Mullins et al., 2019;
Palmer et al., 2015; Pasman et al., 2018; Ritter et al., 2017; The Schizophrenia
Psychiatric Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011). Los
GWAS realizados por el PGC incluyen mas de 10 trastornos psiquiatricos

diferentes, como esquizofrenia, trastorno bipolar, uso de cannabis, uso de
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tabaco, uso de alcohol, trastorno bipolar, entre otros, lo que ha permitido estimar
el riesgo genético para estos trastornos. Los GWAS ademas de identificar loci
asociados, también han permitido identificar nuevas asociaciones que podrian
ayudar a plantearnos nuevas hipotesis en relacion a la etiopatologia de los
trastornos (Horwitz, Lam, Chen, Xia, y Liu, 2019; Kitsios y Zintzaras, 2009;

Sullivan et al., 2018).
1.2.3. Los puntajes de riesgo genético como indicadores del riesgo genético.

Los GWAS han determinado decenas o cientos de loci asociados a los trastornos
psiquiatricos, analizar todas las variantes genéticas dentro de los loci se vuelve
problematico, debido a que dentro de estos loci existen miles de variantes
genéticas asociadas (Torkamani, Wineinger, y Topol, 2018). Actualmente, el
desarrollo de una nueva tecnologia estadistica ha permitido resumir los
resultados de los GWAS, esta tecnologia son los puntajes de riesgo genético
(PRG), estos son la suma ponderada de los alelos asociados al fenotipo,
matematicamente representada como:
PRG = Y™, XjBj

Donde m es el numero de SNPs incluidos en los célculos de PRG, Xj es el
genotipo del individuo para dicho SNP (codificado como 0, 1 y 2; dependiendo
de las copias para el alelo con el efecto en el individuo) y B es el ponderador que
se utilizara para ajustar cada genotipo (S. M. Purcell etal., 2009). La
interpretacion de los PRG, aunque con limitaciones, establece a un valor mas
alto de PRG, en un individuo el riesgo genético asociado al fenotipo es mayor
(Maher, 2015). Sin embargo, para la interpretacion de los PRG se debe realizar
una comparaciéon poblacional, donde exista un grupo de casos (con el fenotipo)
y un grupo control (sin el fenotipo) (Duncan et al., 2019a). El objetivo de la

11



comparacion es certificar que la distribucion poblacional del PRG es mayor en
casos que en controles. Los PRG se establecen como una forma de capturar el
riesgo genético (en una entidad numérica), debido a multiples loci, asociados a
los trastornos psiquiatricos.

1.2.4. El riesgo genético para la patologia dual.

El riesgo genético para la patologia dual no se estima en los GWAS. Los GWAS
se enfocan en la evaluacion, de solo un trastorno a la vez, principalmente debido
a los modelos estadisticos que se aplican en estos andlisis. La evaluacion del
riesgo genético asociado a patologia dual hasta la fecha se estima mediante
correlaciones realizadas con los riesgos genéticos de los trastornos psiquiatricos
individuales, por lo que se requiere de mayor investigacion para poder establecer
el riesgo genético asociado (Figura 2). Por ejemplo, durante la evaluacion del
riesgo genético asociado a esquizofrenia (Consortium, 2014), no se tomé en
cuenta el consumo de cannabis. A diferencia, de la evaluacion del riesgo
genético para uso de cannabis donde se encontr6 una fuerte correlacion, inferida
mediante métodos estadisticos de correlacion (regresiones logisticas o regresion
en el puntaje de desequilibrio de ligamiento) (Hackinger y Zeggini, 2017;
Watanabe et al., 2019), con el riesgo genético para esquizofrenia (Pasman et al.,
2018), lo que hace pensar que existen loci asociados al uso de cannabis y

esquizofrenia. (Andersen et al., 2017; Mies et al., 2018; Savage et al., 2018).
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Figura 2.
Enfoque de los estudios realizados hasta el momento para estimar el riesgo genético para
patologia dual.

GWAS de
Sintomas/Trastorno
Psiquiatrico

GWAS en Uso de

Sustancias.

Correlacion

Riesgo Genético Genética Riesgo Genético para
para Uso de Sintomas/Trastornos
Sustancias. Psiquiatrica

Riesgo Genético para
Patologia Dual

No evaluacion de
ambas en los GWAS.

Nota. Los estudios del riesgo genético para patologia dual, se han centrado en realizar estudios
de asociacion de genoma completo (GWAS) en uso de sustancias (cannabis, alcohol, tabaco,
cocaina, etc) o en sintomas o trastornos psiquiatricos (esquizofrenia, mania, trastorno bipolar,
depresidon mayor, etc). Donde se ha encontrado una fuerte correlacion, mediante métodos
estadisticos, entre ambos riesgos genéticos. Sin embargo, aln no se han realizado GWAS
considerando la patologia dual como un fenotipo.

1.3. La ancestria genética y el riesgo genético.

Las diferencias entre los individuos debido a su poblacion de origen generan
diferencias en el &rea sociocultural y bioldgica, si se realiza una interpretacion no
adecuada de la informacién conlleva a un incremento en las diferencias étnicas,
la estratificacion social, e incluso discriminaciéon (Coons, 2006; Rebbeck y
Sankar, 2005; Shields et al., 2005; V. O. Wang y Sue, 2005). Sin embargo, en
estudios recientes de GWAS, se estima que las diferencias en las frecuencias
alélicas debido a la poblacién de origen/etnicidad impacta en los loci asociados

con los diferentes fenotipos (Bustamante, De La Vega, y Burchard, 2011; Duncan
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et al., 2019a; Durvasula y Lohmueller, 2019; A. R. Martin et al., 2017; Y. Wang
et al., 2020). Durante las primeras estimaciones del efecto poblacional en los
estudios de GWAS, se utilizo el concepto de etnicidad autoidentificada (Banda
et al.,, 2015; Fang et al., 2019). Mientras que, con el desarrollo de algoritmos
matematicos se permitieron estimar con mayor precision las diferencias o
similitudes genéticas entre los individuos (ancestria inferida genéticamente)
(Price etal.,, 2006; Pritchard, Stephens, y Donnelly, 2000). La etnicidad
autoidentificada en el individuo (Coons, 2006), y la ancestria inferida
genéticamente se calcula con algoritmos matematicos, que agrupan a los
individuos basandose en sus similitudes o diferencias genéticas (Fang et al.,
2019). La poblacién mexicana, por su interaccion con diferentes poblaciones,
presenta una gran diversidad genética y cultural, donde determinar una etnicidad
autoidentificada es complejo. Sin embargo, la ancestria inferida genéticamente
en la poblacibn mexicana mediante genotipificacibon ha determinado que
proviene de 3 poblaciones (poblacion europea, poblacién nativa americana y
poblacion africana) (Moreno-Estrada et al., 2014; S. Wang et al., 2008). Los
estudios de GWAS con sintomatologias psiquiatricas se realizaron en
poblaciones europeas, reportando asociaciones que dependen de la poblacion
analizada (Duncan et al., 2019b; M. S. Kim et al., 2018; A. R. Martin et al., 2017).
Ademas, algunos autores han reportado que el riesgo genético hasta el momento
no puede ser aplicado en otras poblaciones (Melroy-Greif, Gizer, Wilhelmsen, y
Ehlers, 2017; Otto, Gizer, Bizon, Wilhelmsen, y Ehlers, 2016) . Sin embargo, los
estudios de GWAS en la sintomatologia psiquiatrica y el efecto de la ancestria
inferida genéticamente en individuos con ascendencia mexicana requieren de un

analisis mas extenso.
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2. JUSTIFICACION.

Anteriormente, el uso de sustancias no era considerado como un trastorno, sino
un comportamiento que podria controlarse, dejandose rezagado su estudio. En
estudios recientes se ha establecido que el uso de sustancias es un trastorno
complejo, cronico, degenerativo y que puede ser tratable. Por lo que buscar
factores de riesgo que nos permitan entender la etiologia del uso de sustancias,
nos podria permitir generar mejores tratamientos para los individuos con uso de
sustancias. Estudios epidemiol6gicos demuestran que existe una mayor
prevalencia de uso de sustancias en individuos que presentan algun otro sintoma
psiquiatrico, comparado con la prevalencia de uso de sustancias en individuos
gue no presentan sintomas psiquiatricos. La patologia dual es la causa de
mayor consumo de sustancias en individuos con sintomatologia psiquiatrica,
algunos estudios han expuesto que existen mayor cantidad de factores de riesgo
para uso de sustancias en estos individuos, como un mayor riesgo genético. Los
estudios donde evalua el factor de riesgo genético asociado al uso de sustancias,
presentan la limitante de que solo se ha evaluado el riesgo para el uso de
sustancias o para los sintomas/trastornos psiquiatricos, dejando de lado la
evaluacion del factor de riesgo genético asociado al uso de sustancias junto a
otro trastorno psiquiatrico. Por lo que se requiere mayor cantidad de estudios
enfocados en la evaluacion del riesgo genético asociado a la manifestacion de
la patologia dual. Los estudios del factor genético asociado al uso de sustancias
0 a otro trastorno psiquiatrico, se han realizado en poblaciones de ascendencia
europea 0 asiatica, dejando a un lado a la poblacién latinoamericana. La
poblacién latinoamericana, incluida la mexicana presenta una gran diversidad

relacionada a la ancestria genética. La ancestria genética podria afectar la
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distribucion de las variantes genéticas asociada y en algunos estudios reportan
que el componente ancestral genera variacion en los riesgos genéticos. La
finalidad de este estudio es evaluar el riesgo genético asociado a la presencia
de patologia dual en una poblacion mexicana, ademas de evaluar el efecto de la
ancestria genética en dichos riegos. Nosotros consideramos que nos permitira
encontrar nuevas asociaciones y comprender mejor como el riesgo genético se

asocia a la manifestacion de la patologia dual.
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3. HIPOTESIS.

Los individuos con patologia dual presentaran mayor riesgo genético comparado
con aquellos que no presentan sintomas psiquiatricos, o que solo presentan una
sintomatologia. Ademas, el mestizaje podria influenciar la distribucion de los

riesgos geneéticos en la poblacion mexicana.
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4. OBJETIVOS.
4.1. Objetivo general.

Evaluar el riesgo genético en individuos con manifestacion de patologia dual en

poblacion mexicana.
4.2. Objetivos especificos.
Identificar el riesgo genético para patologia dual en poblacién mexicana.

Determinar el riesgo genético para los trastornos psiquiatricos, identificados

previamente en otras poblaciones.

Evaluar el efecto de la ancestria genética en el riesgo genético asociado a

patologia dual.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1. Poblacion de estudio.

El presente estudio incluyo una muestra total de 3 914 individuos de ascendencia
mexicana, provenientes de dos poblaciones diferentes. Una submuestra
epidemioldgica basada en poblacién (n = 3 393), y una submuestra clinica (n =
521). La submuestra epidemioldgica basada en poblacion fue reclutada durante
la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco 2016 (Encodat

2016) (Reséndiz Escobar et al., 2018).

En la submuestra epidemiolégica definimos a un individuo con patologia dual
(que llamaremos Dual), como aquel que experimento uso riesgoso de por lo
Menos una sustancia psicoactiva (tabaco, alcohol y drogas) y una sintomatologia
psiquiatrica a lo largo de su vida (psicosis, hipo(mania), depresién, ansiedad y
obsesiones/compulsiones). La sintomatologia psiquiatrica fue evaluada
mediante la parte de tamizaje del Diagnostic Interview for Psychosis and
Affective Disorders (DI-PAD) (Pato et al., 2013), en su versioén en espafiol. Para
definir la sintomatologia psiquiatrica, consideramos aquellos que cumplieran los

siguientes criterios:

i) Psicosis: manifestacion de delirios y alucinaciones al menos una
vez en la vida.

i) Hipo(mania): haber presentado una vez en la vida al menos un
episodio de exaltacion.

i) Depresion: haber presentado una vez en la vida al menos un

episodio de alogia, abulia o anhedonia.
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Vi)

Ansiedad: haber manifestado al menos una vez en la vida un
episodio de preocupacién, que no desaparecié con el transcurso
del tiempo.

Obsesiones y Compulsiones: haber manifestado al menos una vez
en la vida un episodio de acciones y pensamientos repetitivos.
Estrés post-traumatico: haber experimentado ideas de malestar y

recurrente sobre un episodio traumatico.

Mientras que, el uso riesgoso de sustancias se determiné mediante la evaluacion

del cuestionario de la Encodat 2016 (Reséndiz Escobar etal.,, 2018),

considerando que se cumpliera al menos uno de los siguientes criterios:

ii)

Consumo de al menos 100 cigarrillos en la vida.

Consumo excesivo de alcohol (5 copas o0 mas en el ultimo mes),
posible abuso o dependencia al alcohol en el Gltimo afio o haber
dejado de consumir alcohol por los problemas que ha tenido con
Su consumo.

Consumo de 6 o0 mas veces de farmacos psicoactivos fuera de
prescripciéon médica.

Consumo de 6 o mas veces, 0 al menos dos diferentes drogas

ilegales.

Ademas, del grupo de individuos con patologia dual (Dual), también se

consideraron otros tres grupos, de acuerdo a si cumplian solo uno de los

siguientes criterios:

1) Individuos sin manifestacion de sintomatologia psiquiatrica y sin

consumo riesgoso de sustancias psicoactivas (grupo control).
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2) Individuos sin manifestacién de sintomatologia psiquiatrica, pero con
consumo riesgoso de sustancias psicoactivas (grupo expuesto a

sustancias, Subs).

3) Individuos con manifestacion de sintomatologia psiquiatrica, pero sin
consumo riesgoso de sustancias psicoactivas (grupo solo psiquiatrico,

Psiq).

En el caso de la submuestra clinica se incluyeron un total de 521 individuos. La
muestra clinica fue reclutada en diferentes centros del pais (Hospital Psiquiatrico
Infantil “Juan N. Navarro”, Hospital General “Dr. Gustavo A. Rovirosa Pérez’,
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” y el Hospital Psiquiatrico
“Fray Bernardino Alvarez”). Se incluyeron individuos con diagndstico de
Trastorno Bipolar, Esquizofrenia y Trastorno Depresivo Mayor. Consideramos un
individuo con patologia dual, como aquellos que cumplieran al menos un
diagnostico  psiquiatrico 'y un trastorno por uso de sustancias
(abuso/dependencia). Ademas se incluyeron que solo presentaron un trastorno
psiquiatrico, pero sin trastorno por uso de sustancias (grupo solo psiquiétrico,
Psiq). En la presente poblacion se consideraron los criterios del DSM-IVR y todos
los individuos fueron diagnosticados por un psiquiatra. Los individuos fueron
evaluados con diferentes escalas psiquiatricas, como el DIGS (Diagnostic
Interview for Genetic Studies (Nurnberger et al., 1994), MINI (Mini International
Neuropsychiatric Interview) (Sheehan et al., 1998) y DIPAD (Pato et al., 2013).
Aquellos individuos evaluados con el MINI, ademas, la dependencia a Tabaco

fue evaluada con el test de Fagestrom (Ebbert, Patten, y Schroeder, 2006).
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Todos los participantes firmaron un consentimiento o asentimiento
informado. El protocolo se efectu6 con base en las normas internacionales y en
la declaracion de Helsinki. Los protocolos realizados en el presente estudio
fueron revisados y aprobados por los comités de ética e investigacion del Instituto
Nacional de Psiquiatria (Numero: CEI/C/083/2015) y el Instituto Nacional de

Medicina Genomica (Numeros: 01/2017/1, 23/2015/1 y 06/2018/1).

5.1.2. Diseno General del Estudio.

En el presente estudio se evaluaron dos riesgos genéticos para patologia dual,
los derivados de otras poblaciones y el generado a partir de un estudio de
asociacion de genoma completo realizado en poblacion mexicana (Figura 3). En
el estudio de los riesgos derivados de otras poblaciones, se construyeron
puntajes de riesgo genéticos (PRGs) derivados de los estadisticos de resumen
para los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, por sus siglas en
ingles genome-wide association study) realizados por el consorcio de psiquiatria
gendémica (PGC, por sus siglas en inglés Psychiatric Genomic Consortium),
ademas, se evaluo el efecto de la ancestria genética en los PRGs. Mientras que,
para la evaluacion del riesgo genético derivado a partir de la poblacion mexicana,
se construyd PRGs, pero a diferencia de los derivados de otras poblaciones, se
realizd6 un GWAS en poblacion mexicana (utilizando el uso de sustancias y otra
sintomatologia como fenotipo). Ademas, de realizar el GWAS, realizamos una
prediccién funcional in silico de las variantes genéticas asociadas y una
evaluacion del enriquecimiento de vias de los genes mediante la consulta de
diferentes bases de datos. Una vez realizado el estudio de GWAS y la prediccion

funcional, construimos un nuevo PRG derivado del GWAS en poblacion
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mexicana, como indicador del riesgo genético para patologia dual. Comparamos

el nuevo PRGs, entre los individuos agrupandolos de la siguiente manera:

a) Individuos con patologia dual (Grupo Dual).

b) Individuos con uso de sustancias, pero sin manifestacién de otro sintoma

psiquiatrico (Grupo Subs).

c) Individuos sin uso de sustancias, pero con otro sintoma psiquiatrico

(diferente al uso de sustancias, Grupos Psiq).

d) Individuos sin uso de sustancias y sin otro sintoma psiquiatrico (Grupo

Control).

Sumado a la construccién del PRG, se evaluo6 el efecto de la ancestria genética
en la construccion del riesgo, ademas implementamos un método para corregir
el efecto de la ancestria genética en los PRG. A continuacién detallaremos los

métodos estadisticos y bioinforméticos aplicados en cada etapa del analisis.

5.2. Analisis de microarreglos - genotipificacion.

La extracciéon de ADN, el andlisis de genoatipificacion, control de calidad de la
genotipificacion y estimacion de ancestria genética, se realiz6 a todos los
individuos de la poblacién de estudio de forma conjunta, por lo que se expondra
en el primer apartado los métodos realizados durante estos procesos. Posterior
a la descripcién de los métodos aplicados durante estos procesos generales,
describiremos los métodos que se aplicaron para generar el riesgo genético

reportado en otras poblaciones y el calculado a partir de poblacion mexicana.
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Figura 3.

Disefio general del estudio.

Riesgo genético para patologia dual en poblacion Mexicana

Poblacion de Estudio (n =3 914)

Andlisis de riesgo genético reportado para Riesgo genético en poblacion
otras poblaciones Mexicana.

o |
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riesgos genéticos.

Nota. El estudio se plante6 en la evaluacién del riesgo genético derivado de otras poblaciones y
el riesgo genético estimado a partir de la poblacion mexicana. Para la evaluacion del riesgo
genético derivado de otras poblaciones, utilizamos los estadisticos de resumen del PGC
(consorcio de psiquiatria genémica) y evaluamos la diferencia del efecto de la ancestria genética,
ademas comparamos el PRG en individuos con patologia dual. Mientras que, para la estimacion
del riesgo genético en poblacion mexicana, realizamos un estudio de asociacion de genoma
completo (GWAS), utilizando patologia dual como fenotipo (casos), ademas la evaluacion del
efecto funcional mediante prediccion in silico. Una vez realizados el GWAS, construimos el PRG,
evaluamos el PRG entre los diferentes grupos (Dual, Psiq, Subs y Controles) y evaluamos el
efecto de la ancestria genética, con la aplicacion de un método para corregir el efecto de la
ancestria.

5.2.1. Extraccion y control de calidad del ADN.

El ADN se extrajo a partir de leucocitos de sangre periférica o de epitelio bucal,
mediante el kit comercial Gentra Puregene Blood (Quiagen, USA). El protocolo
de extraccién se fundamenta en un método modificado de salting-out. El
protocolo de extraccién del ADN se ajust6 al tejido, de acuerdo a las condiciones

establecidas por el proveedor. La concentracion, pureza e integridad del ADN se
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determindé mediante un método espectrofotométrico y un analisis electroforético
en un gel de agarosa, respectivamente. La concentracion se determiné a una
absorbancia de 260 nm en NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA), y la
pureza si la relacion de los indices de la absorbancias a 230/260 y 280/260,
durante un barrido espectrofotométrico (desde 180 hasta 300 nm), fueron
mayores a 1.5. La integridad se establecié, si al final de un corrimiento
electroforético (en gel de agarosa al 2% y 120 V), se observaba la banda de ADN

gendmico y sin degradacion.

5.3. Genotipificacion de alta densidad.

La genotipificacion se realizé con un microarreglo comercial Infinium Psycharray
Beadchip (lllumina, USA). El Psycharray es un microrarreglo comercial,
desarrollado por el consorcio de psiquiatria genémica (PGC), que nos permite
genotipificar alrededor de 580000 marcadores genéticos, distribuidos en todo el
genoma humano. Incluidos, dentro de los marcadores disefiados en el arreglo
se incluyen un conjunto de cerca de 15 000 marcadores que han sido
previamente asociados con trastornos psiquiatricos. La genotipificacion se
realiz6 en la unidad de microarreglos del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica, mediante las condiciones establecidas por el proveedor. Las lecturas
de las intensidades de los arreglos fueron leidas en el iScan (lllumina, USA) y
trasformadas a genotipos con formato PLINK (S. Purcell et al., 2007) mediante

el programa GenomeStudio (lllumina, USA).
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5.3.1. Control de calidad de los genotipos.

El control de calidad se realiz6é en el programa PLINK (S. Purcell et al., 2007).
Se removieron SNPs con un llamado de variantes mayor al 95%, una frecuencia
de alelo menor (MAF) mayor al 1%, un valor de p mayor a 1e-6 en una prueba
de chi-cuadrada para el equilibrio de Hardy-Weinberg y variantes A/T o G/C (para
evitar efecto de flip strand). Individuos con una genotipificacion menor al 95%
fueron removidos. Para corregir relaciones cripticas, todos los pares de
individuos con un valor de identidad-por-estado mayor a 1.6 fueron marcados, y
para cada par de individuos, el individuo con la tasa de genotipificacidon mas baja

fue removido.

5.4. Andlisis de ancestria genética.

La ancestria genética fue inferida mediante un andlisis de componentes
principales. El andlisis de componentes principales se realiz6 en el paquete
PCAIR (Conomos, Miller, y Thornton, 2015), implementado en el lenguaje R.
Como referencia de genotipos a nivel de poblaciones se utilizé la base del
Human Genome Diversity Project (HGDP) (Cavalli-Sforza, 2005). La base del
HGDP consta de individuos con genotipos a nivel de todo el genoma de distintas
poblaciones en el mundo. Durante la estimacion de ancestria genética solo se
incluyeron SNPs que fueran independientes, para tal motivo se realizd un
proceso de filtrado por desequilibrio de ligamiento (LD-prunning). En el LD-
prunning se utilizaron los siguientes parametros: un tamafo de ventana de 50

Kb, un tamafo de paso de 2 y un factor de inflacion de varianza de 5.
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5.5. Riesgo genético derivado de otras poblaciones.

5.5.1. PRG derivados de otras poblaciones.

Los PRG derivado de otras poblaciones requieren de un conjunto de datos
base (genotipos) y un conjunto de datos de referencia (estadisticos de resumen
de GWAS). Los datos de referencia, son un conjunto de estadisticos de resumen
que provengan de un GWAS. Para el presente trabajo utilizaremos los datos
reportados por el PGC para esquizofrenia, trastorno bipolar, trastorno del
espectro autista, trastorno de déficit de atencién e hiperactividad y trastorno de
depresion mayor (Autism Spectrum Disorders Working Group of The Psychiatric
Genomics Consortium, 2017; Consortium, 2014; Shyn et al., 2011; Stahl et al.,
2019). Mientras que, como genotipos utilizaremos la base de genotipos
generada a partir de la poblacion de estudio. Para el célculo del PRG se utilizé
el algoritmo implementado en el programa PRSice (Euesden, Lewis, y O'Reilly,
2015). El algoritmo realiza un proceso para buscar los mejores marcadores que
se encuentren en desequilibrio de ligamiento entre los datos de base y los datos
de referencia, conocido como LD-clumping. Una vez, realizado el clumping el
algoritmo utiliza distintos valores de corte para las p de asociacion de los datos
de referencia, en orden de buscar el mejor conjunto de marcadores que se
ajusten a los datos. En el presente trabajo reportamos el modelo que mejor
representaba los datos, mediante un incremento en la varianza. Ademas, los
modelos fueron ajustados por edad, género y los primeros cinco componentes
principales de ancestria (generados del analisis de componentes principales de
ancestria genética); ademas de 1000 pruebas de permutacion para corregir por
multiples comparaciones. La correlacion de los diferentes PRG con el uso de

sustancias y otra sintomatologia psiquiatrica, se evalué mediante una prueba de
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Nagelkerke, implementadas en el programa PRSice. Las diferencias de los PRG
entre grupo fueron evaluadas mediante pruebas de T de Welch y se consider6

un valor de p menor al 0.05 como estadisticamente significativo.

5.6. Efecto de la ancestria genética en los PRG.

La evaluacién del efecto de la ancestria genética en los PRG derivados de otras
poblaciones, se estimdé mediante pruebas de correlacién entre los PRG y los
componentes principales de ancestria genética, considerando un valor de p

menor al 0.05 como significancia estadistica.

5.7. Riesgo genético derivado de la poblacion mexicana.

5.8. Heredabilidad a nivel de todo el genoma.

La heredabilidad a nivel de genoma completo para los diferentes grupos
(Dual, Psiq y Subs), como una medida inespecifica del riesgo genético, fue
calculada mediante un andlisis de probabilidad maxima restringida (GREML),
implementada en el programa GCTA (Yang, Lee, Goddard, y Visscher, 2011).
Todos los modelos fueron ajustados por edad, género y 10 componentes
principales de ancestria genética. En el presente analisis entre mayor el valor de

la heredabilidad mayor el efecto de los SNPs sobre el fenotipo.

5.9. Estudio de asociacion de genoma completo para patologia dual.

Las asociaciones genotipo — fenotipo, estudio de asociacion de genoma
completo (GWAS), se realizaron a nivel de variantes individuales y a nivel de
genes. Las asociaciones genéticas a nivel de variantes fueron realizadas
mediante regresiones logisticas multiples, ajustadas con edad, género y 10

componentes principales de ancestria global como covariables. Un valor de p
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menor a 5e-05 fue considerado como nominalmente asociados y un valor de p
menor a 5e-08 fue considerado como estadisticamente significativo a nivel de
genoma completo. Las regresiones logisticas fueron implementadas en PLINK
(S. Purcell etal.,, 2007). Las asociaciones basadas en genes se realizaron
utilizando Magma (de Leeuw, Mooij, Heskes, y Posthuma, 2015), mediante los
modelos de regresidbn de componentes principales, media de asociacion de
SNPs y asociaciones de SNPs top. El valor de p menor a 5e-05 fue considerado
como estadisticamente significativo a nivel de gene, para el valor de p generado

a partir de la union de los tres modelos.

5.9. Prediccion funcional in silico de las variantes y genes.

Para conocer el posible efecto funcional, las variantes asociadas se
realiz6 una prediccion del efecto funcional in silico, mediante una anotacién
funcional utilizando Variant Effect Predictor (VEP) (McLaren et al., 2016). VEP,
es una programa el cual permite realizar una prediccion funcional consultando
diferentes bases de datos, permite diferenciar si un polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP) se encuentra en la regién codificante o en la region no
codificante de un gene. Una vez identificado que un SNP se encuentra en la
region codificante, se realiza una prediccidon del posible efecto en la estructura
de la proteina mediante la aplicacion de diferentes como SIFT (Ng y Henikoff,
2003) y PolyPhen (Adzhubei, Jordan, y Sunyaev, 2013). Mientras que, en los
SNPs en regiones codificantes realiza una anotacién, sobre regiones
reguladoras de la expresion génica (enhancers, promotores, sitios abiertos de la
cromatina), mediante la consulta hacia ENCODE (Encyclopedia of DNA

Elements) (The ENCODE Project Consortium, 2012).
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Los genes asociados a nivel de gene, fueron evaluados para conocer su efecto
en vias biolégicas mediante un andlisis de enriquecimiento de vias. El analisis
de enriguecimiento de vias se realizé utilizando la herramienta online ComPath
(Domingo-Fernandez, Hoyt, Bobis-Alvarez, Marin-Llad, y Hofmann-Apitius,
2019), con las bases de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y
Reactome. Ademas, para reducir la redundancia realizamos una clusterizacion

de vias.
5.10. PRG derivado del GWAS en poblacién mexicana.

A partir de las asociaciones genotipos — fenotipo en poblacibn mexicana
(GWAS), generamos PRG, a partir de los estadisticos de resumen. Construimos
PRG a distintos umbrales de significancia (valores de p: PRGS: = 5e-1, PRGS:2
=5e-2, PRGS3=5e-3, PRGS4 = 5e-4, PRGSs = 5e-5 y PRGSs = 5e-6), mediante
la funcién --score implementada en el programa estadistico PLINK. Evaluamos
las correlaciones por pares de cada umbral, mediante correlaciones de Pearson.
El umbral con valor de p mas bajo que mostrara correlacion por pares con uno
superior, sera utilizado en calculos siguientes. EI PRG con el umbral de p
seleccionado con el criterio anterior se utilizé en las comparaciones entre cada
grupo. El PRG seleccionado se comparé entre los grupos mediante ANOVA, las
comparaciones por pares se realizaron con una prueba T post-hoc ajustando el
valor de p mediante Bonferroni. Los contrates estadisticos se realizaron el

lenguaje R (Team, 2008).
5.11. Efecto de la ancestria genética en los PRG derivados del GWAS.

La evaluacién del efecto de la ancestria genética en los PRG derivados de otras

poblaciones, se estimdé mediante pruebas de correlacién entre los PRG vy los
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componentes principales de ancestria genética, considerando un valor de p

menor al 0.05 como significancia estadistica.

Ademas, debido a la alta diversidad de ancestria genética en la poblacion
mexicana, para tratar de identificar subgrupos en la poblacién que tuvieran una
ancestria genética mas parecida entre ellos aplicamos métodos de aprendizaje
de maquina. EI método utilizado se conoce como PCAclust, el cual es la
aplicacion de un método mixto de agrupacion basada en modelos Gaussianos
en los componentes principales de ancestria genética, para inferir subgrupos
basados en la mejor agrupacion (C. Lee, Abdool, y Huang, 2009; Scrucca, Fop,
Murphy, y Raftery, 2016). Una vez, estimada la mejor agrupacion, se comparo el
PRG en los subgrupos estimados por el algoritmo mediante la aplicacion de

ANOVAs y pruebas por pares de T de Student.

5.12. Método para reducir el efecto de la ancestria genética en los PRG.

Una vez comparados los PRG entre los subgrupos estimados mediante el
PCAclust, implementamos un método para tratar de corregir el efecto de la
ancestria genética. El método consistio en obtener el residual estandarizado de
la regresion del PRG con los 10 componentes principales de ancestria genética.
Una vez estimado el residual, llamaremos al este PRG, como un PRG
estandarizado (PRG std). Una vez calculado el PRG std, comparamos entre los
subgrupos estimados mediante ANOVAs, para observar si continuaban las

diferencias de acuerdo al subgrupo estimado.

31



6. RESULTADOS.

6.1. Prevalencia de patologia dual.

La muestra epidemiolégica incluyd un total de 3 393 individuos de ascendencia
mexicana, mientras que la muestra clinica fue de 521 individuos (Tabla 1). Las
dos muestras no presentaron diferencias entre la proporcion de hombres y

mujeres.

Tabla 1.
Resumen de las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio.

Muestra Muestra Clinica Total

Epidemioldgica (n=521) (n=3914)
(n = 3393)

Género

Femenino (n, %) 1495 (44.06) 214 (41.07) 1709 (43.66)

Masculino (n, %) 1898 (55.94) 307 (58.93) 2205 (56.34)
Edad (sd) 35.89 (15.42) 27.52 (15.85) 34.73 (15.74)
Patologia Dual® (Dual, n, %) 423 (12.47) 181 (34.74) 604 (15.43)
Solo Uso de Sustancias (Subs, n, %) 1165 (34.34) NA 1165 (29.76)
Solo Sintomatologia Psiquiétrica (Psiq, n, %) 318 (9.37) 340 (65.26) 658 (16.81)
Sin sintomatologia (Control, n, %) 1487 (43.83) NA 1487 (37.99)

Nota. La presente tabla resume las caracteristicas sociodemograficas de la poblacién de estudio.
aDual = individuos con uso de sustancias y otra sintomatologia psiquiatrica.

La media de la edad de la muestra clinica (27.52 afios) fue menor en relacién a
la muestra epidemioldgica (35.89 afios). La tasa de patologia dual en la muestra
clinica fue mayor (34.74%, n = 181) comparada con la muestra epidemiolégica
(12.47%, n = 423). Sin embargo, la muestra epidemiologica presento¢ individuos
con uso de sustancias sin la manifestacion de otra sintomatologia psiquiatrica
(34.34%, n = 1 165), asi como sujetos con sintomatologia psiquiatrica sin

manifestacion de uso de sustancias (9.37%, n = 318).

32



6.2. Riesgo genético basado en otras poblaciones.
6.2.1. Correlacion del riesgo genético con patologia dual.

Realizamos correlaciones logisticas (implementadas en PRSice) utilizando la
patologia dual como fenotipo (casos aquellos que cumplieran con ambos
criterios), ajustadas por edad, género y los 10 componentes principales de
ancestria genética, con los estadisticos de resumen para los riesgos genéticos
previamente reportados para otras poblaciones (Autism Spectrum Disorders
Working Group of The Psychiatric Genomics Consortium, 2017; Consortium,
2014; Ritter etal.,, 2017; Shyn etal., 2011; Stahl etal.,, 2019). Los riesgos
genéticos asociados previamente al trastorno del espectro autista (valor de p:
0.0538), trastorno de déficit de atencion e hiperactividad (valor de p = 0.1570) y
el trastorno bipolar (valor de p = 0.1585), en este estudio no se encontraron
correlacionados con la patologia dual. A diferencia de los riesgos genéticos
asociados previamente con esquizofrenia (Pseudo-R? = 0.0283, valor de p =
0.0423, con un total de 8058 SNP incluidos en el modelo) y trastorno depresivo
mayor (Pseudo-R? = 0.0451, valor de p = 0.0118, con un total de 334 SNP

incluidos en el modelo), que se asociaron con patologia dual.

Los loci asociados a trastorno depresivo mayor explican una mayor proporcion
de la varianza fenotipica (4.51%) para patologia dual, comparado con la varianza
explicada por los loci asociados a esquizofrenia (2.83%), aun cuando existe una

menor cantidad de SNPs incluidos en el modelo.
6.2.2. Comparacion de puntajes de riesgos genéticos con patologia dual.

Una vez;-que se identificO, que el riesgo genético en otras poblaciones asociado

con esquizofrenia y trastorno depresivo mayor se encontraban correlacionados

33



con patologia dual, construimos puntajes de riesgo genético (PRG), para
comparar entre individuos con patologia dual e individuos con solo trastornos
psiquiatricos y sin uso de sustancias. En la comparacion de los PRG se encontr6
que los individuos con patologia dual presentaron un puntaje mas alto para
trastorno depresivo mayor, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(valor de p <0.05). Sin embargo, la diferencia del PRG para esquizofrenia no fue
estadisticamente significativo, entre individuos con patologia dual comparando
con aquellos sin uso de sustancias pero con trastorno psiquiatrico (valor de p >

0.05).
6.2.3. Efecto de la ancestria genética.

Debido a que la poblacibn mexicana presenta un alto grado de mestizaje,
consideramos importante realizar la estimacion del efecto que tendria la
ancestria genética en los riesgos genéticos reportados para otras poblaciones
gue también correlacionaron con patologia dual. Para evaluar este efecto,
realizamos correlaciones con los componentes principales de ancestria genética.
Encontramos que el PC1 y PC2 (componentes que separan a los individuos
basados en la ancestria genética continental), se encuentran correlacionados
con el riesgo genético para esquizofrenia y trastorno de depresién mayor. Incluso
después de que estos riesgos genéticos fueron ajustados por los componentes
principales de ancestria genética durante su construccion. La correlacion de los
riesgos poligénicos muestran un efecto diferencial, con una correlacion menor
del riesgo genético para el trastorno depresivo mayor (PC1: r?> =-0.18, valor de
p =0.01110; PC2: r2 = -0.19, valor de p = 0.0111) que el de esquizofrenia (PC1:
r2 = -0.64, valor de p < 2.2e-16; PC2: r? = -0.61, valor de p < 2.2e-16) con los

componentes principales de ancestria genética (Figura 4).
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Figura 4.
Correlacién de los riesgos genéticos reportados para otras poblaciones con la ancestria genética.
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Nota. En la figura se muestra la correlacion entre el puntaje de riesgo genético para esquizofrenia
(SCZ - PRG) y el puntaje de riesgo genético para trastorno depresivo mayor (MDD - PRG).
Ambos riesgos genéticos fueron calculados a partir de asociaciones realizadas en otras
poblaciones, y mostraron correlacién con patologia dual.

6.3. Riesgo genético para patologia dual en poblacibn mexicana.
6.3.1. Heredabilidad para patologia dual.

Realizamos una estimacién de la heredabilidad a nivel de todo el genoma,
mediante GREML, con todos los SNPs incluidos en el microarreglo, en los
individuos con patologia dual y aquellos que solo presentaron un sintoma
psiquiatrico, asi como aquellos que solo presentaron uso de sustancias o una
sintomas psiquiatricos. La heredabilidad a nivel de genoma completo para los
individuos con patologia dual fue de 17.32% (h? = 0.1731, s.e = 0.0113, valor de
p = 1.15e-10). Mientras que, en el grupo de individuos con un sintoma
psiquiatrico (sin uso de sustancias) fue del 13.88% (h? = 0.1388, s.e = 0.0154,
valor de p = 4.44e-16); en tanto, que en el grupo de solo uso de sustancias la

heredabilidad no fue significativa (h? = 0.00, s.e = 0.0113, valor de p = 0.5).
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6.3.2. Estimacién del riesgo genético para patologia dual.

6.3.2.1. Andlisis de asociacion de genoma completo para patologia dual.

Para identificar otros loci asociados a la patologia dual, realizamos un estudio de
asociacion de genoma completo (donde definimos un caso como aquel individuo
con uso de sustancias junto a otro sintoma psiquiatrico). En el escaneo de
genoma completo identificamos un total de 38 SNPs asociados, a un nivel
nominal (valor de p < 5.00e-5), a patologia dual (Tabla 2). Los 38 SNPs se
encuentran distribuidos en 18 loci diferentes, anotados dentro o cerca de 29
genes. De los SNPs asociados, 28 se encuentran en la region codificante y 10
en regiones intergénicas. Mientras que, de los 28 SNPs anotadas a las regiones
codificantes, 25 se encuentran en intrones y 3 son variantes con cambio de
sentido en la proteina. Las variantes con cambio de sentido, son: p.Arg473GIn
(cambio de arginina por glutamina en la posicién 473 de la proteina, rs35565687)
en el transportador de glutamato/aspartato mitocondrial (SLC25A12),
p.Asnlll1Ser (cambio de asparagina por serina en la posicion 111 de la proteina,
rs116342938) en la sialiltransferasa 4A (ST3GAL1) y p.GIn519Arg (cambio de
glutamina por arginina en la posicion 519 de la proteina, rs4969391) en la

proteina 2 asociada al inhibidor de angiogénesis especifico de cerebro (BAIAP2).

6.3.2.2. Andlisis de asociacion de genoma completo basado en genes.

En el andlisis basado en genes, encontramos un total de 18 genes asociados
(Figura 5). Los genes asociados en el analisis basado en genes fueron ESRRG
(Estrogen-related receptor gamma), TSSC1 (EARP-interacting protein), SRD5A2
(3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 2), SLC25A12 (Calcium-binding

mitochondrial carrier protein Aralarl), OTOL1 (Otolin-1), HMGCLL1 (3-
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hydroxymethyl-3-methylglutaryl-CoA lyase), MSRA (Mitochondrial peptide
methionine sulfoxide reductase), RBPMS (RNA-binding protein with multiple
splicing), ZNF438 (Zinc finger protein 438), GRIK4 (Glutamate receptor
ionotropic, kainate 4), KRT2 (Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal), SLC17A8
(Vesicular glutamate transporter 3), PWP1 (Periodic tryptophan protein 1
homolog), IVD (Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial), HSDL1 (Inactive
hydroxysteroid dehydrogenase-like protein 1), BAIAP2 (Brain-specific
angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2), MAST3 (Microtubule associated
serine/threonine kinase 3) y PIK3R2 (Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory
subunit beta). Los genes asociados se encuentran enriquecidos en 7 vias (Tabla
3). Donde las vias se pueden agrupar en dos clusteres: 1) Agrupando las vias
del cancer de prostata, la fagocitosis dependiente de los receptores Fc y la
sefalizacion por VEGF (BAIAP2, PIK3R2 y SRD5A, enriquecidos en estas vias),
2) agrupando las vias de la degradacion de valina, leucina e isoleucina, la
sinapsis glutamatérgica y la sordera autosomica dominante (GRIK4, SLC25A12,

IVD, HMGCLL1 y SLC17A8, enriquecidos en estas vias).

37



Tabla 2.

Loci con asociacion para patologia dual en poblacion Mexicana.

Banda Posicion SNP A1/A2 MAF A\ OR [IC95%] p-value Gene Efecto
Casos Controles (o cerca de 500 kb)
1941 1:217103658 rs6682369 CIT 0.1758 0.2115 0.69 [0.58 — 0.82] 1.59e-05 ESRRG Intrénica
1:217162879 rs3000609 AlG 0.2521 0.2094 1.36[1.17 — 1.58] 6.18e-05 Intrénica
2p25.3 2:3340094 rs1111657 TIC 0.1680 0.1212 1.43[1.20 — 1.70] 5.12e-05 TSSC1 Intrénica
2p23.1 2:31786637 rs2300697 TIC 0.4419 0.4934 0.76 [0.66 — 0.86] 2.10e-05 SRD5A2 Intrénica
2pl2 2:77074251 rs1517776 TIC 0.4429 0.3930 1.30[1.14 — 1.48] 6.38e-05 LRRTM4 Intrénica
2:77123866 rs953855 GIT 0.4642 0.5023 0.76 [0.67 — 0.87] 5.24e-05 Intrénica
2q14.1 2:116733337 rs1374597 T/IG 0.2566 0.2127 1.35[1.16 — 1.56] 5.99e-05 DPP10 Intergénica
2914.3 2:126799433 rs17695598 TIC 0.1140 0.1534 0.66 [0.55 — 0.81] 4.81e-05 LINC01941 Intergénica
2:126826913 rs11885991 A/G 0.1738 0.2227 0.70[0.59 — 0.82] 2.15e-05 Intergénica
2931.1 2:172650165 rs35565687 TIC 0.0248 0.0083 3.01[1.89 — 4.82] 3.98e-06 SLC25A12 Cambio de sentido (p.Arg473GIn)
3026.1 3:161153006 rs971515 CIA 0.4892 0.4090 1.33[1.17 — 1.51] 9.07e-06 LINC02067 Intrénica
3:161160475 rs7625210 AIG 0.4280 0.3512 1.31[1.15 - 1.48] 3.58e-05 Intrénica
3:161170611 rs12633334 G/A 0.4305 0.3521 1.32[1.16 — 1.49] 2.46e-05 Intergénica
7p15.2 7:26031158 rs12538172 CIT 0.0431 0.0210 1.97[1.40 — 2.77] 9.23e-05 LOC105375199 Intrénica
7pl4.3 7:32829130 rs4723212 T/IG 0.5406 0.4582 1.33[1.17 — 1.51] 1.66e-05 DPY19L1P2 Intergénica
7:32843795 rs4720078 A/G 0.4171 0.4995 0.76 [0.66 — 0.86] 2.89e-08 Intergénica
8p23.1 8:9948433 rs6988046 CIA 0.0435 0.0079 6.01[3.98 —9.06] 1.16e-17 MSRA Intrénica
8q24.22 8:134478308 rs116342938 CIT 0.0232 0.0092 2.62 [1.64 — 4.18] 5.65e-05 ST3GAL1 Cambio de sentido (p.Asn111Ser)
10p13 10:13765950 rs12359348 G/A 0.3957 0.4621 0.77[0.67 — 0.87] 6.23e-05 FRMD4A Intrénica
10p11.23 10:31244251 rs12413706 CIT 0.1291 0.0963 1.49[1.23 — 1.80] 4.99e-05 ZNF438 Intrénica
10p11.23-p11.22  10:31412936 rs2066250 GIT 0.2341 0.1738 1.42[1.22 — 1.66] 6.56e-06 LOC105376481 Intrénica
10:31442435 rs12571605 G/A 0.1434 0.1043 1.48[1.23 —1.78] 2.97e-05 Intrénica
10:31446322 rs1764443 G/A 0.1962 0.1463 1.40[1.19 — 1.65] 3.93e-05 Intergénica
10926.3 10:131525017 rs7078706 T/IG 0.2852 0.2241 1.37[1.18 - 1.57] 1.78e-05 MGMT Intrénica
11g23.3 11:120560994 rs10790402 G/A 0.2670 0.3244 0.77[0.68 — 0.87] 5.57e-05 GRIK4 Intrénica
12923.3 12:108087904 rs10778569 G/A 0.2670 0.3244 0.71[0.62 — 0.83] 6.22e-06 PWP1 Intrénica
12g24.32 12:128860496 rs7955917 AIG 0.1474 0.1977 0.70[0.58 — 0.83] 7.66e-05 TMEM132C Intrénica
15q22.2 15:62433962 rs11071657 AIG 0.5124 0.4343 1.30[1.14 — 1.48] 7.69e-05 C2CD4B Intrénica
16p12.3 16:16916297 rs4321183 CIT 0.3361 0.3882 0.75[0.65 — 0.86] 2.72e-05 LOC441750 Intergénica
16¢23.3 16:84169624 rs9932838 TIC 0.1252 0.0889 1.48[1.22 — 1.80] 9.63e-05 HSDL1 Intrénica
17g21.33 17:48121417 rs12942470 G/A 0.2715 0.3368 0.75 [0.65 — 0.86] 5.95e-05 ITGA3 Intergénica
17:48821340 rs79777439 AIG 0.2224 0.0077 2.72[1.66 — 4.45] 7.06e-05 LUC7L3 Intrénica
17925.3 17:79052815 rs4969376 A/G 0.5436 0.4910 1.32[1.16 — 1.50] 2.60e-05 BAIAP2 Intrénica
17:79089590 rs4969391 G/A 0.4983 0.4562 1.30[1.14 — 1.48] 6.66e-05 Cambio de sentido (p.GIn519Arg)
18g12.3 18:39890680 rs1461704 TIG 0.1151 0.1631 0.67 [0.56 — 0.82] 6.40e-05 LINC00907 Intrénica
19p13.2 19:9243258 rs17001928 AIG 0.0397 0.0181 2.37[1.65 — 3.42] 3.37e-06 OR7G3 Intergénica
19p13.11 19:18234588 rs11666281 TIC 0.1907 0.1373 1.40[1.18 — 1.65] 8.84e-05 MAST3 Intrénica
20p12.3 20:5770919 rs6139831 CIT 0.2018 0.2516 0.71[0.61 — 0.83] 1.85e-05 C200rf196 Intrénica




Figura 5.
Manhathan plot de el estudio de asociacion de genoma completo basado en genes.
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Nota. En el grafico observamos el valor de p , para la asociacién basada en genes a nivel de genoma completo. Entre mas alto el
valor, mayor la asociacion del gen con patologia dual.
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Tabla 3.
Vias enriquecidas en los genes asociados mediante andlisis basado en genes.

Nombre de la Via Identificador Valor de Genes
p
ajustado
Reactome
Fcgamma receptor (FCGR) dependent phagocytosis R-HSA-2029480 0.0467 BAIAP2,
PIK3R2
VEGFA-VEGFR2 Pathway R-HSA-4420097 0.0398 PIK3R2,
BAIAP2
Signaling by VEGF R-HSA-194138 0.0398 PIK3R2,
BAIAP2
Defective SLC17A8 causes autosomal dominant R-HSA-5619076 0.0398 SLC17A8
deafness 25 (DFNA25)
KEGG
Valine, leucine and isoleucine degradation hsa00280 0.0398 IVD, HMGCLL1
Prostate cancer hsa05215 0.0398 SRD5A2,
PIK3R2
Glutamatergic synapse hsa04724 0.0398 GRIK4,
SLC25A12
Ontologia Genética
L-glutamate transmembrane transporter activity G0:0005313 0.0175 SLC25A12,
SLC17A8

Nota. Analisis de vias enriquecidas en los genes asociados con patologia dual. El valor de p
ajustado, es después de un ajuste por false discovery rate.

6.3.3.1. Comparacion del riesgo genético.

Para comparar el riesgo genético en individuos con patologia dual, construimos
PRGs con los loci asociados mediante el analisis de asociacién de genoma
completo. A los diferentes umbrales de valor de p, encontramos la siguiente
cantidad de SNPs asociados: 1) PRGsi (valor de p < 5.00e-1) = 140 779 SNPs,
2) PRGs:2 (valor de p < 5.00e-2) = 14 859 SNPs, 3) PRGs3s (valor de p < 5.00e-3)
=1 547 SNPs, 4) PRGs4 (valor de p < 5.00e-4) = 190 SNPs, 5) PRGss (valor de
p < 5.00e-5) = 38 SNPs y 6) PRGss (valor de p < 5.00e-6) = 3 SNPs. Todos los
PRGs mostraron una correlacion estadisticamente significativa entre ellos, sin
embargo a partir del PRGsa la correlacion fue mayor (r> > 0.75), por lo que se
selecciond dicho PRG para la comparacién entre los grupos. El valor medio del
PRGs4fue mayor en aquellos con patologia dual (media = 0.2735, s.d = 0.0174),

seguido del grupo de individuos con solo sintomas psiquiatricos sin uso de
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sustancias (media = 0.2594, s.d = 0.0163) y del grupo de individuos con solo uso
de sustancias (media = 0.2583, s.d = 0.0161), siendo el grupo control con el valor
mas bajo (media = 0.2558, s.d =0.0168) (F = 162.6, valor de p = 2.0e-16) (Figura
6). Sin embargo, el PRGs entre el grupo con solo sintomatologia psiquiétrica sin
uso de sustancias y el grupo de solo uso de sustancias no fue diferente

estadisticamente (valor de p = 0.9801).

Figura 6.
Comparaciéon del PRGS entre los grupos, construido con todos los SNPs a un umbral de
significancia de 5e-4.
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Nota. Observamos que el PRGS,fue mayor en el grupo con patologia dual (Dual) y fue diferente
con respecto a todos los otros grupos (valor de p < 2.2e-16). Mientras que, no existié diferencia
entre los individuos con solo una sintomatologia psiquiétrica (Psig) o con solo uso de sustancias
(Subs). En la comparacién dividida por sintomatologia principal, en individuos con Dual y Psiq,
no encontramos diferencias.

Analizando si alguna sintomatologia psiquiatrica podria estar asociada con el
incremento del riesgo genético en los individuos con uso de sustancias y sin uso
de sustancias, evaluamos las diferencias del PRGs4 de acuerdo a los sintomas
psiquiatricos (ansiedad, psicosis, depresion, hipo(mania), otro) (Figura 6). En los
individuos con uso de sustancias no encontramos diferencias de acuerdo a la
sintomatologia psiquiatrica (F = 0.971, valor de p = 0.4230) lo mismo en los

individuos sin uso de sustancias (F = 1.017, valor de p = 0.3980) (Figura 6).
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6.3.4.1. Correlacion del riesgo genético con la ancestria.

Debido a que encontramos que el riesgo genético identificado en otras
poblaciones, realizamos una estimacion del efecto que tendria la ancestria
genética en el riesgo genético en individuos con patologia dual. Para evaluar el
efecto de la ancestria genética realizamos correlaciones con los componentes
principales de ancestria genética. Al correlacionar los componentes principales
de ancestria genética encontramos que el PC1 y PC2 (componentes que
separan a los individuos basados en la ancestria genética continental), se
encuentran correlacionados con el riesgo genético para uso de sustancias en
individuos con sintomatologia psiquiatrica (PC1: r?2 = -0.74, valor de p < 2.20e-
16; PC2: r? = -0.65, valor de p < 2.20e-16), incluso cuando las asociaciones
fueron ajustadas por los componentes principales de ancestria genética durante

el estudio de asociacién de genoma completo (Figura 7).
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Figura 7.
Correlacién del riesgo genético estimado a partir de la poblacion mexicana con la ancestria
genética.
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Nota. Evaluacion de la correlacion entre la ancestria genética y el riesgo genético para patologia
dual. En el panel de la izquierda podemos observar la correlacién entre el PRG y el primer
componente principal. Mientras que, en el panel derecho podemos observar el residual
estandarizado de la regresién del PRG con los 10 componentes principales de ancestria
genética, donde ya no existe la correlacion el PRG con el primer componente principal.

Debido a que encontramos que el riesgo genético se encontraba desviado por el
componente de ancestria genética, realizamos una regresion del riesgo genético
con 10 componentes principales de ancestria genética y obtuvimos el residual
estandarizado. Una vez obtenido el residual estandarizado, realizamos de nuevo
la correlacion del residual estandarizado con los componentes PC1 (2 = -4.52e-
05, valor de p = 0.9978) y PC2 (r? = 1.57e-04, valor de p = 0.9923), donde el
riesgo genético se normalizé debido al componente de ancestria genética

(Figura 7).
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6.3.4.2. Efecto de los patrones de ancestria genética en el riesgo genético.

Una vez que removimos la correlacion del riesgo genético para patologia dual
con los componentes principales de ancestria, realizamos una evaluacion del
efecto de los diferentes patrones de ancestria genética en el riesgo de uso de
sustancias en individuos con sintomatologia psiquiatrica. La poblacion mexicana
tiene la caracteristica que se puede observar una amplia distribucion de los
componentes de ancestria genética, donde se observa un gradiente de
ancestria, sin que exista formacion de grupos de acuerdo a la ancestria (Figura

8).

Figura 8.
Estimacion de subgrupo de ancestria genética en poblacién mexicana.
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Nota. Estimacién de la ancestria genética de la poblacién mexicana. En el panel de la izquierda
podemos observar la distribucion de la poblacion mexicana (rojo) con la poblacién de referencia
poblacional (azul) derivada del Human Genome Diversity Project. En el panel de la derecha
podemos observar la distribucion de los subgrupos de ancestria genética derivada por analisis
de aprendizaje de maquina de los componentes principales de ancestria genética, donde
observamos la distribucion de 7 subgrupos de mestizaje (MclustG).

Debido a la falta de agrupacion, decidimos utilizar un algoritmo de aprendizaje

de maquina para estimar subgrupos de acuerdo a los componentes principales
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de ancestria genética. En la estimacidén encontramos 7 grupos de acuerdo a la

distribucion de los componentes principales de ancestria genética (Figura 8).

Figura 9.

Evaluacion del riesgo genético en los diferentes subgrupos determinados a partir de la ancestria
genética antes y después de la correccion.
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Nota. Comparacion del riesgo genético (PRGss) sin estandarizar entre los subgrupos de
ancestria genética (MclustG) estimados, en los individuos agrupados de acuerdo a uso de
sustancias y otra sintomatologia psiquiatrica (Dual, Psiq, Subs, Control), donde observamos
claras diferencias entre los subgrupos. En el panel derecho se muestra la comparacién del riesgo
genético estandarizado (PRSs4.std). Donde ya no se observan las diferencias del riesgo genético
de acuerdo a los subgrupos de ancestria genética.

Una vez realizada la estimacion de los subgrupos, estimamos si los subgrupos
presentaban diferencias en los riesgos genéticos para uso de sustancias y
sintomatologia psiquiatrica, de acuerdo al subgrupo de ancestria. Cuando
consideramos el riesgo genético sin la estandarizacion (PRGs4) observamos que
siempre existen diferencias en el riesgo genético si los individuos se agrupan de
acuerdo a los componentes principales de ancestria genética en los grupos de
patologia dual (Dual), solo sintomatologia psiquiatrica sin uso de sustancias

(Psiq), uso de sustancias (Subs), grupo sin sintomatologia psiquiatrica (Control)
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(Figura 9). Mientras que, realizamos comparaciones entre los grupos utilizando
el riesgo genético estandarizado por los componentes principales de ancestria
genética, en las comparaciones ya no se observaron las diferencias de acuerdo

a los subgrupos estimados de ancestria.
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7. DISCUSION.

La presencia de patologia dual conlleva a una significativa discapacidad, sin
embargo la evaluacion del riesgo genético se ha enfocado en evaluar solo una
sintomatologia, sin la evaluacion de ambas sintomatologias. El presente trabajo
es uno de los primeros en explorar el riesgo genético en individuos con patologia
dual en poblacion mexicana. A continuacion se discuten la implicacion de los

resultados obtenidos a lo largo del presente trabajo de tesis.

7.1. El riesgo genético reportado para otras poblaciones fue mayor en individuos
con patologia dual.

Los individuos con patologia dual mostraron mayor riesgo genético, evaluado
mediante los puntajes de riesgo genético (PRG), para trastorno depresivo mayor
y esquizofrenia, pero no para otros trastornos (trastorno del espectro autista,
trastorno bipolar y trastorno de déficit de atencion e hiperactividad). Los
resultados son similares a los reportados en otros estudios, donde se encuentra
una correlacion del uso de cualquier sustancia psicoactiva con el riesgo genético
para esquizofrenia y trastorno depresivo mayor (Andersen et al., 2017; J. Chen
et al.,, 2016; Hartz etal.,, 2017; Pasman et al., 2018; Vink, Treur, Pasman, y

Schellekens, 2020).

7.2. La heredabilidad estimada a nivel de genoma completo fue mayor en
individuos con patologia dual comparado con aquellos con solo una
sintomatologia.

Una forma de evaluar el riesgo genético de forma intrinseca, es calcular la
heredabilidad explicada por un conjunto de variantes genéticas (F. Chen et al.,
2015; van der Sluis, Verhage, Posthuma, y Dolan, 2010; Zaitlen y Kraft, 2012b).

Presuponiendo, que entre mayor heredabilidad explicada del fenotipo, mayor el
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riesgo capturado por dichas variantes genéticas. La heredabilidad explicada fue
cercana a cero en individuos con uso de sustancias sin sintomatologia
psiquiatrica. En contraste, la heredabilidad estimada en el grupo con patologia
dual (grupo Dual) fue mayor comparada con aquellos que solo presentaban
sintomatologia psiquiatrica, por lo que probablemente el riesgo debido a la
variabilidad genética podria ser mayor en los individuos con ambas
sintomatologias. Hasta la fecha la estimacion de la heredabilidad en individuos
afectados por patologia dual no habia sido efectuada. Los resultados, podrian
presentar una desviacion debido a que en los individuos con patologia dual,
podrian presentar una mayor severidad del uso de sustancias, llegando incluso
a la adiccién. Los resultados podrian ser congruentes con estudios en familias,
donde el uso de sustancias presenta una menor heredabilidad (Ducci y Goldman,
2012; K S Kendler, Karkowski, Neale, y Prescott, 2000; Kenneth S. Kendler,
Jacobson, Prescott, y Neale, 2003; Kenneth S. Kendler, Karkowski, Corey,
Prescott, y Neale, 1999; Li, Cheng, Ma, y Swan, 2003), en comparacién con una

forma grave de uso de sustancias (adiccion).

7.3. El riesgo genético estimado en poblacion mexicana fue mayor en los
individuos con patologia dual.

7.3.1. Identificamos genes asociados a una posible hiperdopaminergia,
disfuncion glutamatérgica-mitocondrial y deficiencia en genes de formacion
vascular.

Los estudios de asociacién de genoma completo no solo permiten estimar los
riesgos genéticos, sino también posibles nuevos genes que se encuentren
asociados al fenotipo, como el caso de la patologia dual. En las asociaciones
genéticas encontradas, podriamos resumirlos en tres mecanismos, una
hiperdopaminergia basal (MSRA), una disfuncién glutamatérgica — mitocondrial

(SLC25A12, SLC17A8, GRIK4) y genes de deficiencia vascular (BAIAP2 y
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PIK3R2), debido a un mayor riesgo genético. Las variantes genéticas y los genes
que encontramos asociados podrian impactar directamente en el desarrollo de
una adiccién. Existen evidencias de la relacion de los genes con cada uno de los

siguientes mecanismos:

La adiccion, la forma mas grave del uso de sustancias, es una enfermedad
cerebral que produce grandes cambios tisulares y por consiguiente en el
comportamiento humano. Dentro de las alteraciones cerebrales promovidas por
el consumo de alguna sustancia psicoactiva, se encuentra el incremento de los
niveles de dopamina, en areas cerebrales involucradas en los circuitos de
recompensa y control de impulsos (Cadet et al., 2014; Leyton y Vezina, 2014).
Ademas, se ha propuesto que posiblemente individuos con elevados niveles de
dopamina cerebral en los circuitos de recompensa cerebrales, podrian ser mas
susceptibles al desarrollo de una adiccién (Cadet et al., 2014; Volkow y Morales,
2015). En este sentido, encontramos algunas asociaciones que podrian
ayudarnos a explicar esta susceptibilidad por efecto de una hiperdopaminergia
basal. En nuestro andlisis, el gen con mayor asociacion, lo encontramos en el
locus que codifica para la MSRA (Methionine Sulfoxide Reductase A). El gene
MSRA, ha sido junto con el loci de DRD2 (Receptor de dopamina D2), los genes
mayormente replicados en la asociacion con multiples fenotipos psiquiatricos,
desde estudios de gene candidato hasta estudios de genoma completo
(Moskovitz, Walss-Bass, Cruz, Thompson, y Bortolato, 2014; Noh et al., 2017;
Reiterer, Schmidt-Kastner, y Milton, 2019; Walss-Bass et al., 2009). La MsrA es
una proteina que reduce la oxidacién de las metioninas de las proteinas
promovido por el aumento de estrés oxidativo (Moskovitz et al., 2014). En un

modelo de ratdn knock-out de MsrA, se ha observado cambios moleculares que
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simulan los observados en individuos con adiccion a sustancias psicoactivas,
como el incremento de dopamina a nivel cerebral y la no sensibilidad a las
anfetaminas (Moskovitz et al., 2014; Oien et al., 2008). Donde la disfuncion de
MsrA en un ambiente de estrés oxidativo (ambiente que puede ser promovido
por el consumo de sustancias psicoactivas), conlleva a una menor actividad de
la catecol-O-metil transferasa (COMT, enzima involucrada en la degradacion de
dopamina), lo cual correlaciona con el incremento de los niveles de dopamina a
nivel cerebral y posiblemente a una mayor sensibilidad a desarrollar adiccion en
individuos con actividad disminuida de MsrA (Moskovitz et al., 2014; Reiterer
et al., 2019). Otro efecto de la disminucion de la funcién de MsrA, es la disfuncién
mitocondrial (Nan et al., 2010). Aunque, aln no se conoce el mecanismo de
como la deficiencia de la MsrA podria conllevar a una disfuncién mitocondrial, se
ha hipotetizado que podria ser dependiente del estrés oxidativo y de un
incremento de sefales apoptéticas dependientes de calcio intracelular (Hoshi y

Heinemann, 2001; Lim, Kim, y Levine, 2013).

En el sentido de la disfuncion mitocondrial, ademéas de la MSRA encontramos
asociaciones que podrian afectar el funcionamiento mitocondrial, como en el
gene SLC25A12 (Solute Carrier Family 25 Member 12). El gene SLC25A12 es
el transportador de glutamato/aspartato mitocondrial dependiente de iones de
calcio, el cual es expresado exclusivamente a nivel cerebral (Lepagnol-Bestel
et al., 2008; Ramoz et al., 2004). La deficiencia de SLC25A12 se ha asociado
con una disminucién en los niveles de aspartato y N-acetilaspartato (esenciales
para la sintesis de los lipidos de la mielina en neuronas nacientes), control de la
excitotoxicidad dependiente de glutamato, ademas de una disminucién en las

sefiales mitocondriales dependientes de iones calcio (como la apoptosis)

50



(Sakurai et al., 2010). Uno de los mecanismos que modula el SLC25A12 es la
excitotoxicidad mediada por el neurotransmisor excitatorio glutamato (Lepagnol-
Bestel et al., 2008). La sefializacion glutamatérgica es un modulador en las areas
de recompensa cerebrales del mantenimiento de los habitos de consumo de
sustancias psicoactivas (D’Souza, 2015; Gass y Olive, 2008). El consumo de
sustancias psicoactivas altera la sefializacion glutamatérgica, en mecanismos
dependientes de la sustancia consumida, sin embargo, la gran mayoria
promueve un incremento de glutamato a nivel sinaptico. El incremento en el
glutamato sinaptico, conlleva a un incremento en la activacion de receptores
neuronales, llevando a una excitoxicidad dependiente de glutamato, siendo este
mecanismo dependiente de iones de calcio. El incremento en la excitoxicidad
podria generar cambios en la neuroplasticidad conllevando a un incremento en
los comportamientos de busqueda de drogas y de las memorias asociadas a las
drogas. Ademas del trasportador de glutamato/aspartato mitocondrial
(SLC25A12), también encontramos asociaciones en otros genes involucrados en
la via glutamatergica, GRIK4 (receptor de glutamato, ionotropico, kainato 4) y
SLC17A8 (Solute Carrier Family 17 Member 8 trasportador vesicular de
glutamato. EI aumento en las variantes de riesgo en estos genes, podria
conllevar a mecanismos que podrian aumentar el riesgo a desarrollar una
adiccion principalmente por: 1) una potenciacion del efecto adictivo mediante una
hiperdopaminergia dependiente de la alteracion de la funcién de la MSRA, 2) un
pobre control de la excitocitosis dependiente de glutamato debido a las
alteraciones en genes de la via glutamatergica en genes expresados a nivel
mitocondrial (SLC12A15), en la membrana plasmatica (GRIK4) y en la

membrana vesicular (SLC17A8).
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En relacién a los genes involucrados en la regulacion de la funcién vascular,
encontramos asociaciones en el gene BAIAP2. BAIAP2, es un gen que codifica
para la proteina adaptadora para el receptor de insulina y el factor de crecimiento
de insulina (Kang, Park, y Kim, 2016). BAIAP2, se ha considerado fundamental
en la generacion de la asimetria de la corteza prefrontal (Liu et al., 2013; Sun
et al., 2005), ha sido asociado a nivel nominal de GWAS con trastorno de déficit
de atencién e hiperactividad (Lesch et al., 2008; Liu et al., 2013), y ademas
recientemente se ha reportado que podria ser alterado epigenéticamente en el
cerebro de individuos con uso de alcohol (S. L. Clark et al., 2020). BAIAP2,
regula la sinapsis excitatoria medida por los receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDAR), potencializando la accién a nivel de hipocampo (M. H. Kim et al.,
2009; Sawallisch et al., 2009). El hipocampo, junto a la amigdala y al estriado
dorsal, se han establecido como &reas cerebrales fundamentales en la
regulacién de la adiccion, relacionadas a la formacion de memorias relacionadas

con los habitos adictivos (Goodman y Packard, 2016).

Sin embargo, los mecanismos moleculares por el cual las variantes genéticas
podrian alterar los mecanismos y llevar a la manifestacién de uso de sustancias

y sintomatologia psiquiatrica seran fuente de investigaciones posteriores.

7.3.2. Genes asociados a otras sintomatologias psiquiatricas en otros estudios
amplios del genoma.

En los estudios de asociacion de genoma completo, se ha encontrado que los
trastornos psiquiatricos presentan una alta correlacion genética entre ellos.
Debido, a que posiblemente muchos de los genes asociados podrian presentar
un efecto pleidtropico entre los distintos fenotipos psiquiatricos, otros estudios
han apuntado a que posiblemente la categorizacion de los individuos en

diagnostico discretos conlleve a que los individuos sean analizados sin tomar en
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cuenta una caracterizacion fenotipica mas amplia, como puede estar sucediendo
en los estudios que evalian solo el uso de sustancias o la sintomatologia
psiquiatrica separada. En el escaneo amplio del genoma mas reciente de uso de
cannabis a lo largo de la vida (Pasman et al., 2018), el estudio mostro que el
fenotipo mostraba una correlacion genética tanto con distintos trastornos por uso
de sustancias como con trastornos mentales, por lo que muchos de los genes

asociados podrian presentar un efecto pleiétropico en estos fenotipos.

En el sentido de los efectos pleiétropicos en el presente estudio encontramos 5
genes (ESRRG, LRRTM4, MSRA, FRMD4 y LINC00907) que han sido asociados
tanto a algun trastorno psiquiatrico como a un trastorno por uso de sustancias a
nivel de genoma completo. De estos 5 genes, ESRRG y MSRA ha sido asociado
con la edad de inicio de fumar, depresion mayor, esquizofrenia, LRRTM4 ha sido
asociado al uso de por vida de cannabis y esquizofrenia, LINC00907 ha sido
asociado a siempre fumador y trastorno del espectro autista. Por lo que,

probablemente los presentes genes tengan un efecto en ambos fenotipos.

7.3.3. El puntaje de riesgo genético fue mayor en individuos con patologia dual.

En el analisis de PRG, encontramos que los individuos con patologia dual
presentaron el mayor puntaje comparado con aquellos que solo tenian una
sintomatologia y aquellos que no presentaron ninguna sintomatologia. Donde los
individuos con solo una sintomatologia (uso de sustancias o sintomatologia
psiquiatrica de forma individual), los PRG no mostraron diferencia entre ellos,
pero fue mayor al grupo gue no presentd ningun sintoma psiquiatrico. Incluso el
riesgo genético, no mostrando diferencias de acuerdo al diagndstico principal.

Por lo que, las variantes genéticas asociadas podrian ser exclusivas para la
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patologia dual. El valor de PRG podria apuntar a un grupo de individuos con
mayor riesgo de desarrollar patologia dual, incluso siendo independiente de la
sintomatologia psiquiatrica, bajo el consumo de sustancias psicoactivas. Por lo
que, el desarrollo del presente PRG, podria ser utilizado en un ambiente clinico

para tamizar aquellos individuos con mayor riesgo de desarrollar la coocurrencia.

7.4. Efecto de la ancestria en el riesgo genético.

La ancestria genética de la poblacion mexicana, es muy diversa, por lo que
evaluar su efecto en los riesgos genéticos, es de suma importancia. En relacion,
encontramos que la ancestria genética podria impactar desviando los riesgos
genéticos tanto los inferidos a partir de otras poblaciones, como los calculados
en la poblacion mexicana. En el caso de los inferidos en otras poblaciones, el
SCZ-PRG mostré una correlacion con componentes de ascendencia global,
mucho mayor que el MDD-PRG. Mientras que, los PRG calculados a partir del
GWAS realizado en poblacion mexicana, también mostraba las desviaciones
debido a la ancestria genética. La diferencia en los valores de los PRG basado
en la historia demografica ha sido previamente reportada (A. R. Martin et al.,
2017). Martin et al. (2017), evaluaron distintos PRG para ocho rasgos complejos,
calculados en el panel del Proyecto 1000 Genomas y encontré resultados
similares a los nuestros. Observaron que el SCZ-PRG podria desviarse en
funcién de la ascendencia de la poblacion principal. En su andlisis, también
informaron que no era posible predecir como los PRG podrian cambiar de
acuerdo a la ascendencia de la poblacion. Debido a la fuerte correlacion
encontrada entre los valores del PRG con los componentes principales de
ancestria genética, consideramos imperativo aplicar métodos para remover

dichas desviaciones, por lo que en el presente trabajo aplicamos el método de
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estandarizacion de los PRG con los componentes principales de ancestria
genética. Con la aplicacion del método de estandarizacion logramos corroborar
que el PRG estandarizado, es una herramienta mas util en la comparacion del
riesgo genético, que solo el calculado, por tal razén consideramos de suma
importancia la consideracion de la ancestria durante el calculo de los PRG, tanto
derivado de otras poblaciones, como los derivados a partir de GWAS realizados

en poblacion mexicana.

Limitaciones del estudio.

Los resultados presentados en el trabajo, presenta el primer estudio en poblacion
mexicana sobre patologia dual, pero debemos de enumerar algunas limitaciones
de nuestro estudio. La primera limitante se relaciona en la baja heredabilidad
estimada, donde solo pudimos estimar alrededor del 15% de la heredabilidad de
la patologia dual, por lo aun se deben explorar algunos otros factores que
impacten en la estimacién de la heredabilidad, como variantes genéticas de baja
frecuencia alélica y la interaccion con factores ambientales. Los factores
ambientales podrian interactuar con el riesgo genético para promover el
desarrollo de patologia dual o uso de sustancias — adiccion, lo cual es fuente de
futuras investigaciones. Sumado a la limitante anterior podemos encontrar la
falta de una poblacién de replicacion, donde podriamos establecer con mayor

precision nuestras asociaciones.
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8. CONCLUSIONES.

1. Los riesgos genéticos de trastorno depresivo mayor y la esquizofrenia
previamente asociados en otras poblaciones, correlacionaron con patologia dual

en poblacion mexicana.

2. ldentificamos que los individuos con patologia dual presentan mayor riesgo
genético, comparado con aquellos que no presentan uso de sustancias u otro

sintoma psiquiatrico.

3. Dentro de los riesgos genéticos, identificamos loci que podrian apuntar a una
hiperdopaminergia, disfuncion glutamatérgica — mitocondrial y deficiencia

vascular, en los individuos con patologia dual en poblacién mexicana.

4. Los riesgos genéticos asociados a patologia dual presentaron desviacion

debido a los componentes principales de ancestria genética.

5.- Se implementé un método para eliminar la desviacion promovida por la

ancestria genética en los riesgos genéticos.
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The combination of substance use and psychiatric disorders is one of the most commeon comorbidities.
The objective of this study was to perform a genome-wide association study of this comorbidity
{Com), substance use alone (Subs), and psychiatric symptomatology alone (Psych) in the Mexican
pepulation. The study included 3914 individuals of Mexican descent. Genotyping was carried out
using the PsychArray microarray and genome-wide correlations were calculated. Genome-wide
associations were analyzed using multiple logistic models, polygenic risk scores (PRSs) were evaluated
using multinomial models, and vertical pleiotropy was evaluated by generalized summary-data-
based Mendelian randomization. Brain DNA methylation quantitative loci (brain meQTL) were

also evaluated in the prefrontal cortex. Genome-wide correlation and vertical pleiotropy were

found between all traits. No genome-wide association signals were found, but 64 single-nucleotide
polymorphism (SNPs) reached nominal associations (p < 5.00e-05). The SMPs associated with each
trait were independent, and the individuvals with high PRSs had a higher prevalence of tobacco and
alcohol use. In the multinomial models all of the PRSs (Subs-PRS, Com-PRS, and Psych-PRS) were
associated with all of the traits. Brain meQTL of the Subs-associated SMPs had an effect on the genes
enriched in insulin signaling pathway, and that of the Psych-associated SMPs had an effect on the Fc
gamma receptor phagocytosis pathway.
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