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Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico mitocondrial

Patrom .molecular asociado a dafo (por sus siglas en inglés,
Damage- Associated Molecular Pattern)

Receptor de’ reconocimiento de patrones (por sus siglas en inglés,
Pattern Recognition Receptor )

Manual diagnéstice-y estadistico de los trastornos mentales- 5 (por
sus siglas en inglés,.Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders)

Escala Cognitivasde Montreal (por sus siglas en inglés, Montreal
Cognitive Assessment)

Escala de sindromes positivo'y.negativo (por sus siglas en inglés,

Positive and Negative Syndrome Scale )
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Axogeénesis: Proceso biologico en el cual se lleva a cabo la formacion de nuevos

axones en-elsistema nervioso central y periférico.

ADN extracellular; _Acidos nucleicos (ADN y/o ARN) de origen nuclear o
mitocondrial presentes en diferentes medios fisiolégicos: sangre, linfa, leche,
saliva o liquido cefalorraquideo. Términos como ADN libre o ADN libre de células,

son algunos sinénimos.

ADN libre circulante: términostéservado para moléculas de ADN extracelular

presentes en plasma, suero o’linfa:

Citocina: Proteinas que fungen.como mensajeras intercelulares y reguladoras de
multiples funciones celulares. Puéeden ‘inducir la activacion de receptores
especificos de membrana, funciones' de proliferaciéon y diferenciacién celular,

quimiotaxis, crecimiento y modulacién de la secrecién de inmunoglobulinas.

Estrés oxidativo: desequilibrio entre la produccién de especies reactivas de
oxigeno y la capacidad del organismo para decodificar rapidamente los reactivos

intermedios o reparar el dafio resultante.

Mitocondria: organelo celular encargado de suministrar la mayor” parte de la
energia necesaria para la actividad celular (respiracion celular). Sintetiza~ATP a

expensas de macromoléculas (glucosa, éacidos grasos y aminoacidos). .Se
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conforma por una membrana exterior permeable a iones, metabolitos y muchos

polipéptidos.

Neurodegeneracion: pérdida neuronal progresiva que puede deberse a multiples

causas que culminen en muerte celular o apoptosis.
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Antecedentes. La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico y neurodegenerativo,
que afecta la conducta, el pensamiento y la cognicién. La mitocondria, es vital para
procesos’ como la axogénesis, neurogénesis y neurotransmision. Sin embargo, la
disfuncién.mitocondrial provoca estrés oxidativo y la consecuente acumulacion de
mutaciones‘en el ADN mitocondrial (ADNmt). Se asume que diversos estresores
provocan la muerte y lisis celular, permitiendo la salida de ADNmt al medio
externo. Tras .ser liberado, el ADNmt es capaz de promover respuestas
apoptoéticas e inmuno-inflamatorias. Existen estudios previos que asocian las
alteraciones del ADNmt con enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer,
Parkinson). Sin embargo,el rol del ADNmt circulante en plasma de pacientes con
esquizofrenia no se ha estudiado en profundidad. Por lo tanto, consideramos que
este podria estar asociado”a los cambios estructurales y bioquimicos en el SNC
causantes de los sintomas:€ognitivos de los pacientes con esquizofrenia.

Material y métodos. La muestrartotal se conformé por 95 individuos (56 casos y
39 controles). Los pacientes fuéron agrupados de acuerdo a la severidad de los
sintomas (PANSS) en intensidad feve, moderada y marcada. Asimismo, los casos
fueron reagrupados de acuerdo a lo puntajes de MoCA en déficit leve, moderado y
severo. Se realizaron correlaciones.de Spearman para evaluar la relacion entre la
concentracion de ADNmt y los Ypuntajes~de MoCA. El valor de p <0.05 fue
considerado significativo.

Resultados. El ADNmt circulante en plasma-fue.identificado en 39 pacientes con
esquizofrenia y 3 sujetos del grupo control (P©<0.0001). En los pacientes, los
puntajes de MoCA fueron significativamente menores en comparacion con el
grupo control (15.5 vs 26; P <0.0001). Sin embargo,.no se encontr6 asociacién
entre el ADNmt circulante en plasma y el déficit cognitive.

Conclusiones. Este es el primer estudio en analizarda asociacion del ADNmt
plasmatico con el déficit cognitivo de pacientes con esquizofrenia en poblacion
tabasquefia. Nuestros resultados sugieren que el ADNmt mo) esta asociado al
déficit cognitivo o alguna otra caracteristica clinica de los ‘pacientes con
esquizofrenia incluidos en este estudio. Se requiere de estudiossprospectivos con
muestras mas grandes que permitan explorar otras variables ‘clinicas y su
asociacion al ADNmt.

Palabras claves: déficit cognitivo, ADN mitocondrial, neurodegeneracion.
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Background. Schizophrenia is a psychiatric disease with a neurodegenerative
course./Symptoms affect behavior, perception and cognition. The mitochondrion is
vital for processes such as axogenesis, neurogenesis and neurotransmission.
Thus, mitoeondrial dysfunction leads to oxydative distress, and accumulation of
mutations in‘mitocondrial DNA (mtDNA). It is well known that diverse stressors
may cause cell'death and lysis, leading to the mtDNA release into the extracellular
medium. Here, thes mtDNA promote several apoptotic and inmmunological
responses. Growing .evidence link mtDNA alterations with neurodegenerative
diseases such as Alzheimer and Parkinson disease. However, the role of mtDNA
in the pathogenesis of cognitive deficits in schizophrenia has not been completely
studied yet. Therefore, we consider that mtDNA could be associated with the CNS
biochemical and structural changes causing cognitive impairment in schizophrenia.

Methods. The total sample consisted of 95 individuals (56 cases and 39 controls).
Cases were grouped according~to ‘the severity of symptoms (PANSS) in mild,
moderate and marked intensSity. Also, the cases were regrouped according to
MoCA scores in mild and severe deficits. Spearman correlations were made in
order to assess the relationship hetweenmtDNA concentration and MoCA scores.
The significant p value was set at-<0-05.

Results. Circulating cell free mitochondrial\DNA was identified in plasma of 39
cases with schizophrenia and 3 healths/Subjects of the control group (P <0.0001).
MoCA scores were significantly lower in cases compared to the control group (15.5
vs. 26; P <0.0001). No association was found between mtDNA and cognitive
deficit.

Conclusions. This is the first study to analyze the assecCiation of plasma mtDNA
with cognitive impairment of patients with schizophrenia in Mexiean population. Our
findings suggest that circulating cell free mtDNA identified inplasma of individuals
with schizophrenia is not related to cognitive deficits or any clinical characteristic.
Longitudinal studies in larger samples are needed, in order tos€xplore possible
changes in mtDNA levels at the different stages of the illness.

Keywords: cognitive  deficit, mitochondrial DNA, neurodegeneration.
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1. Introduccién

¥1ls Esquizofrenia
La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica, incapacitante, cronica y

altamente heredable que afecta al 1% de la poblacibn mundial (Owen, Sawa, y

Mortensen, 2016)."Es una enfermedad multifactorial, en la que se involucran tanto

factores ambientales” como genéticos y bioldgicos. Entre estos se incluyen la
inflamacion, el estrés, algunas alteraciones metabdlicas, las complicaciones pre y
perinatales, edad paterna,avanzada, abuso de sustancias y antecedentes de

abuso fisico o sexual (Chen, S8€lvendra, Stewart, y Castle, 2018; Fjukstad et al.,

2018; Fountoulakis et al., 2018;..Pugliese et al., 2019). Por otro lado, la

esquizofrenia se manifiesta ‘con sintomas positivos, negativos y cognitivos. Sin
embargo, estos ultimos tienen un gran“alcance, ya que afectan la funcionalidad

social, académica y laboral de los pacientes (Sirassnig et al., 2015).

Los sintomas positivos se definen como.un exceso o distorsion de las funciones
normales, ejemplos de estos son las ideas delirantes, distorsiones exageradas del
pensamiento inferencial, lenguaje desorganizado, alucinaciones de predominio
auditivo, asi como conducta bizarra. Estos sintomas /han definido a la
esquizofrenia durante décadas. Sin embargo, esta enfermedad puede presentarse
con muchos matices que van desde alteraciones en la copdueta, juicio,
pensamiento, percepcion y estado afectivo, hasta alteraciones cognitivas que en

conjunto desestructuran la personalidad del sujeto (Choo, Chew, Ho, y H8#2017;

Kaskie, Graziano, y Ferrarelli, 2017; Loch, 2019). Los sintomas negativos..son
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aguellos que reflejan disminucién o pérdida de funciones normales, intensidad de
la~expresion emocional (aplanamiento afectivo), pérdida de la voluntad (abulia),

anhedonia (Kaskie et al., 2017). Por otro lado, los sintomas cognitivos estan

presentes 'en mas del 80% de los pacientes e influyen desfavorablemente en

diferentes areas de vida de quien las padece (Jahshan, Heaton, Golshan, vy

Cadenhead, 2010).

1.2. Deterioro'cognitivo en esquizofrenia
El deterioro cognitivo Sg” define como la pérdida de funciones cognitivas,
especificamente memoria, “atencion y velocidad de procesamiento de la
informacion. Este ha sido descritosdesde 1919, cuando Kraepelin se refiere a la

esquizofrenia como “dementia praecox” (Seidman y Mirsky, 2017). Sin embargo,

es en los ultimos afos que el estudio de los sintomas cognitivos ha cobrado
mayor importancia, esto debido & sus .mplicaciones negativas sobre el
prondstico de la enfermedad y la funcionalidad social, académica y laboral de los

pacientes (Mantovani, Teixeira, y Salgado, 2015)._El alcance de los sintomas

cognitivos en la esquizofrenia es muy amplio, obsefvandose alteraciones en
areas como la abstraccion, memoria de trabajo, atencién, lenguaje, funcion

ejecutiva y motora, percepcion, y la inteligencia general (Albus et al., 2006;

Hasson-Ohayon, Goldzweig, Lavi-Rotenberg, Luther, v Lysaker” 2018; Zanello,

Curtis, Badan Ba, y Merlo, 2009). Estas alteraciones estan asociadas’aycambios

estructurales y bioquimicos en el sistema nervioso central (SNC). Los ‘procesos
cognitivos dependen de la correcta conexion entre diferentes estructuras

cerebrales, en relacion a esto, algunos estudios de neuroimagen funcional han
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demostrado un estado de bajo flujo sanguineo y bajo requerimiento de glucosa
en‘regiones como la corteza prefrontal, el cingulo anterior, nlcleos subcorticales
y cerebelo de pacientes con esquizofrenia, el cual empeora tras ejecutar tareas

especificas\/(memoria de trabajo) (Caletti et al., 2017; Grassi et al., 2017).

Asimismo, se 'ha.reportado deterioro global con cambios en organizacion y
conectividad neuronal con pérdida de volumen a nivel de corteza prefrontal, giro

temporal superior, hipocampo y amigdala (Birur, Kraguljac, Shelton, y Lahti,

2017; Shon et al., 2018)._Por otro lado, se ha propuesto que las alteraciones de

los neurotransmisores, glutamato y GABA (Brisch et al., 2014), asi como algunos

mecanismos inmunologicos y neuwroinflamatorios, explican parte de los sintomas

cognitivos de la esquizofrenias

El curso natural de los sintomas_cognitives comienza en la infancia y antecede la

aparicion primer episodio psicético (Jahshanp”etal., 2010; Morin vy Franck, 2017;

Strassnig et al., 2015). Se considera que 45%_de estos pacientes manifiestan

alteraciones cognitivas desde los 7 afios de edad;, siendo mayor el declive
cognitivo en los primeros 3-5 afos de la enfermedad. Se.estima que una vez que

se manifiestan afecciones cognitivas, 20-35% de estos sUjetos progresaran a

psicosis (Seidman vy Mirsky, 2017). Una revision sistematica, de estudios
realizados entre 1921 y 2011 demostré que el promedio de recuperacién de

pacientes con esquizofrenia es menor del 15% (Charlson et al., 2048)) Aunque

se sabe que existen alteraciones cognitivas en otras enfermedades psiquiatricas,
los sintomas cognitivos son mas marcados en los pacientes con esquizoftenia

(Carbon y Correll, 2014). Asi, la manifestacion de los sintomas cognitivos en
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edades muy tempranas impiden el adecuado desarrollo de las capacidades

funCienales y sociales de quien padece esta enfermedad (Choo et al., 2017).

Por otro dado, a pesar de la informacién que existe actualmente acerca de los
sintomas( eognitivos, se desconoce la causa y el tratamiento antipsicotico
existente solo'reduce los sintomas positivos. Sin embargo, en estudios post
mortem se han abservado alteraciones de la estructura y funcién mitocondrial de
individuos con esquizofrenia, esto sugiere que la disfuncion mitocondrial esta

involucrada en la ¢patogénesis de la esquizofrenia (Rajasekaran,

Venkatasubramanian, Berk, yx"BDebnath, 2015).

1.3. Mitocondria
La mitocondria es un organelo intracelular de doble membrana que se encuentra
alojada en el citoplasma de las(Células ‘eucariotas, excepto en los eritrocitos. Fue
descrita por primera vez entre {1800-1880;-por el botanico suizo Kolliker

(Petschner et al., 2018). La mitocondria \participa en procesos vitales como el

ciclo de Krebs y B-oxidacién, también se le atribuyen: la generacién de energia
(ATP) por medio de la cadena de transporte de eléctrones, homeostasis del
calcio, apoptosis, produccién y regulacion de especies g€activas de oxigeno

(Naoi, Wu, Shamoto-Nagai, y Maruyama, 2019; Petschner‘\et al., 2018). La

cantidad y localizacion de las mitocondrias en cada célula varia €n relacion a las

necesidades energéticas de cada tejido celular.

El sistema nervioso central (SNC) depende en gran medida del correcto
funcionamiento mitocondrial para suplir sus altos requerimientos energéticos y

llevar a cabo los procesos de neurotransmision, plasticidad, neurogénesis y
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axogénesis (Andreazza y Nierenberg, 2018; Cuperfain, Zhang, Kennedy, vy

Gongalves, 2018). Los axones consumen gran cantidad de ATP, especialmente

para dniciar la bomba Na/K ATPasa, es por esto que la mayoria de las
mitocondfias estan ubicadas en axones y dendritas. Se ha observado que la
disfuncion mitocondrial provoca alteraciones en la neurotransmision y el cese de
la axogénesis; esto” torna al SNC susceptible a cualquier dafio mitocondrial

(Rajasekaran et al., 20715),

1.4. ADN mitocondrial
La mitocondria se distingue“de’ cualquier otro organelo por contar con su propio
genoma, el ADN mitocondrial (ADNmt), una molécula pequefia de doble cadena,
conformada 16,569 pares «de bases que se encuentra unida a la membrana
interna de la mitocondria. En el"ADNmt.Se encuentran codificados 37 genes: 2
ARN ribosomales (12S y 16S), 22#ARN. de\transferencia y 13 subunidades
proteicas que forman parte de los/complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria, de los cuales, 7 corresponden a lassubunidades ND1, ND2, ND3,
ND4, ND4L, ND5 y ND6 del complejo | (NADH: ubiquinena oxidorreductasa), 1
pertenece a la subunidad Cyt b del complejo Il (ubiguinona: citocromo c
oxidorreductasa), 3 corresponden a las subunidades CQI,»COIl, COIll del
complejo IV (citocromo c oxidasa) y 2 corresponden las subunidades ATP 6 y
ATP 8 del complejo V; el resto de subunidades son codificadas yor, el ADN

nuclear (Cuperfain et al., 2018; Chinnery vy Hudson, 2013; Sequeira et al¢, 2015).

Asi pues, la actividad enzimatica de dichos complejos depende de la integridad
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del, ADNmt, y cualquier desbalance a este nivel, altera la homeostasis celular

(Be€rmudez-Guzman y Leal, 2019).

Por otro lado, a diferencia del genoma nuclear, el ADNmt adopta una forma
circular, es sintetizado solo por una polimerasa (poly) y carece de histonas, en su
lugar se encuentra empaquetada con el factor de transcripcion mitocondrial A

(TFAM, por sus .siglas en inglés) formando nucleoides (DeBalsi, Hoff, vy

Copeland, 2017).

La heteroplasmia es otra_ecaracteristica del ADNmt, es decir, en una misma

célula pueden existir copias ‘de”ADNmt integro y mutante (Stewart vy Chinnery,

2015). Al permanecer en continto_contacto con especies reactivas de oxigeno
(ERO), el ADNmt puede acumular=mutaciones que varian entre deleciones
puntuales, multiples y/o produceion de 8-oxoguanina; se estima que la tasa de

mutaciones es 10-20 veces mas altarque en_el ADN nuclear (Cuperfain et al.,

2018; Kasahara y Kato, 2018), esto se'debe a que-la mitocondria no cuenta con

mecanismos de reparacion eficientes, solo puede‘reparar el dafio escindiendo
las bases dafadas, de tal manera que cuando este no(Se’limita a unos pares de

bases, el dafio persiste (Bermudez-Guzman vy Leal, 2019). Ademas, el ADNmt

carece de intrones y la tasa de replicacion es mas alta en drganes con mayor

demanda energética como el cerebro y masculo (Ricchetti, 2018).~En conjunto,

estas caracteristicas aumentan el riesgo de incorporar nucle6tidos incorrectos en
las regiones codificantes durante la replicacion del ADNmt y con¢ello la

probabilidad de producir proteinas anormales (complejos I-V) (Cline, 2012).
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Las mitocondrias aseguran su buen funcionamiento y preservan la integridad del
ADNmt por medio de distintos mecanismos: fusion, fision y mitofagia; que tienen
como-+finslograr un equilibrio entre la biogénesis y la degradacién mitocondrial

(Picca et @k, 2018). Durante la fusion: las mitocondrias se conectan entre si para

evitar la acumulacion de ADNmt dafiado; en caso de no obtener el efecto
deseado, la fisibn” separa los componentes mitocondriales defectuosos o
innecesarios para ‘suposterior eliminacion mediante la mitofagia (autofagia

mitocondrial) (Youle vye Narendra, 2011). Este Ultimo proceso implica la

degradacion mitocondrial sel€gtiva que impide la acumulacién de mitocondrias

dafadas, asi se mantiene la cantidad de ADNmt mutante al minimo (Pickles

Vigie, v Youle, 2018). No obstante, cuando el numero de copias de ADNmt

mutante rebasa el 70%, la funeion mitocondrial se ve afectada y dichos procesos

se vuelven ineficientes (Oka et™al2012)s De esta manera, la pérdida de la

integridad del ADNmt genera un ciclo.gue culmina en estrés oxidativo, disfuncion

mitocondrial y mayor produccion de ADNmt dahado (Tuboly, McLlroy, Briggs,

Lott, v Balogh, 2017). En respuesta a esto, las células)dafiadas son eliminadas

mediante apoptosis, este Ultimo paso es consideradoruna de las principales

fuentes de liberacion de ADNmt al medio extracelular (Aucamp, Bronkhorst,

Badenhorst, y Pretorius, 2018).

1.5. ADN mitocondrial libre
Los términos ADN libre, libre de células o extracelular, incluyen a los acidos
nucleicos (ADN y ARN) de origen mitocondrial y/o nuclear, que son liberadas por

las células y pueden ser identificados en diferentes medios extracelulares:
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sangre, linfa, bilis, leche, orina, saliva, liquido amniotico o liquido
cefalerraquideo. En cambio, se denomina ADN circulante o libre circulante, a las

moléculas de ADN presentes en linfa, plasma o suero (Thierry, EI Messaoudi,

Gahan, Anhker, vy Stroun, 2016).

La primera evidencia de ADN circulante en sangre surgio en 1948, por Mandel y

Métais (Mandel yiNetais, 1948). Posteriormente, en 1966, Tan et al, identificaron

ADN libre en sangre'de“pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) (Tan,

Schur, Carr, v Kunkel,#1966). Asimismo, en 1977, se observd que la

concentracion de ADN circulante en suero de pacientes con cancer era mayor

gue en sujetos sanos (Leon, Shapiro, Sklaroff, v Yaros, 1977). Finalmente, en el

2000, Zhong et al, reportaren/por primera vez la presencia de ADNmt circulante

en plasma y suero de 25 sujetaS\sanos y”16 con diabetes tipo 2 (Zhong, Ng, Lo,

Chan, y Johnson, 2000). Desde entonces, Se.ha-confirmado la presencia de ADN

mitocondrial circulante en pacientes tonyotras patologias, entre ellas, cancer,

diabetes, enfermedades cardiovasculares, trauma_y. sepsis (An_et al., 2019;

Faust et al., 2020; Silzer et al., 2019).

Hasta ahora, se desconoce el origen exacto del ADNmt libfe. Sin embargo, se ha
observado que el ADNmt puede ser liberado hacia el citoplasma o al medio
extracelular desde células sanas, o bien, durante procesos de.-degradacion

celular: apoptosis, necrosis o mitofagia (Aucamp et al., 2018; Zheng &t al., 2018).

La apoptosis 0 muerte celular programada, es un mecanismo fisiol6gico) que
mantiene la homeostasis de los tejidos celulares y ocurre en respuesta~a

diferentes tipos de estresores (estrés oxidativo, hipoxia); este proceso consiste
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en_la separacion de fragmentos de ADN (nuclear y mitocondrial) y destruccion de
las” proteinas del citoesqueleto y nucleo, para la formacion de cuerpos
apoptéticos que posteriormente seran fagocitados por los macrofagos,

principalmente (Elmore, 2007). En cambio, durante la necrosis, la célula y sus

organelos se hinchan, el ADN se fragmenta y la membrana celular se rompe
permitiendo la salida de todos sus componentes al medio extracelular de manera
descontrolada, ocasienando inflamacién y dafio tisular. Este tipo de muerte
celular es consecuencia_de dafios o lesiones externas que se presentan de
manera abrupta (calor, radiacion, quimicos) y a diferencia de la apoptosis, la

necrosis es desorganizada y menos especifica (D'Arcy, 2019). Por otro lado,

existen condiciones donde las/mitecondrias y el ADNmt dafiados no pueden ser
degradadas de manera eficiente-por medio de mitofagia, lo que indirectamente

resulta en muerte celular (Pickles=et al.#2018). La ruptura del ADNmt en

fragmentos y la fagocitosis son el fin comun en_eualquiera de estos tres procesos

(Tuboly et al., 2017). De hecho, se requiere della/interaccion entre las células

fagociticas y las células en reparacion para la salida del ADNmt hacia el medio

exterior (Aucamp et al., 2018).

Por otro lado, el ADNmt también puede ser liberado desde.células vivas de
manera activa y espontanea por medio de vesiculas o formande”complejos con

proteinas y lipidos. (Aucamp et al., 2018; Thierry et al., 2016). Se‘cree que las

células depositan en vesiculas el ADNmt dafiado (oxidado) para asegurar su

supervivencia (Thurairajah, Briggs, v Balogh, 2018). Incluso, se ha observado

que la acumulacion de ADNmt dafiado en el citosol induce la muerte celular
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(Zheng et al., 2018). Sin embargo, este tipo de liberacion es regulada por su

propia._ concentracion, como sucede con algunas hormonas (Aucamp et al.,

2018)«Por esto, al ADNmt se le han atribuido diferentes funciones, entre ellas:

promover respuestas inflamatorias y proapoptéticas (Angajala et al., 2018).

1.6. EI ADN mitocondrial y respuestas inmuno-inflamatorias
El ADNmt es un importante promotor de diversas vias inflamatorias (Nakayama vy

Otsu, 2018), la via de_activacion de NLRP3 es una de las mas estudiadas. En el

citosol, el ADNmt activa al'inflamosoma o complejo NLRP3, este es un complejo
proteico que activa la caspasa.l, libera IL-1B, IL-18 y promueve la apoptosis

(Rodriguez-Nuevo y Zorzano, 2049). Por otro lado, la doble cadena de forma

circular, la carencia de histonas e intrones y la presencia de motivos CpG no
metilados son algunas de las Caracteristicas que hacen al ADNmt semejante al
ADN bacteriano, esto le confiere la'capacidad-activar al sistema inmune. Los sitios
CpG no metilados del ADNmt actian como un patron molecular asociado a dafio
(DAMP), estos patrones son aquellos rasgos que, presentan las moléculas
liberadas por las células en respuesta a dafio (estrés-oxidativo) y activan la
inmunidad innata mediante la unién a receptores de recopocimiento de patrones
(PRR), entre ellos se encuentran los receptores tipo Toll, quevse expresan en la

superficie de algunas células del sistema inmune (Angajala et al., 2018; van

Mierlo, Schot, Boks, v de Witte, 2019). Cuando el ADNmt es liberado de las

células apoptéticas hacia el medio externo, es reconocido por el receptorTER9 de
las células inmunolégicas del SNC (microglia), de esta manera se libera TNE-q,_ el

cual es reconocido por el receptor FAS, para activar las caspasas 8, 3, y Bid, que

10
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en_consecuencia promueven la liberacion del citocromo C (Suarez-Mendez,

Tovilla-Zarate, Juarez-Rojop, vy Bermudez-Ocana, 2018; M. Zhang, Zhenagq,

Nussimmoy, y Ma, 2017). Finalmente, el citocromo C liberado se une con Apaf-1

para activarlas caspasas 9, 7 y 3. Asi, la apoptosis se ve reforzada (M. Zhang et

al., 2017).

Estas son algunas.de las evidencias que sugieren al ADNmt como potencial
indicador de estados'inflamatorios. En efecto, se han reportado niveles elevados
de ADNmt en plasma asociados a inflamacion en diferentes condiciones, entre

ellas: envejecimiento, infeccion y radiacion (Kageyama et al., 2018; Z. Zhang,

Zhang, Qin, y Tan, 2018).

1.7. ADN mitocondrialy-4os sintomas cognitivos de la esquizofrenia
La historia natural de la esquizofrenia y‘lapoca accesibilidad para el estudio del
cerebro humano impiden que la pategénesis’' de los sintomas cognitivos sea
conocida en su totalidad. Se han adoeptado diferentes teorias, entre ellas, la
neuroinflamacién como causa de cambios estructurales y bioquimicos en el SNC

que se traducen en neurodegeneracion (Olivero et al.,(2018; Rose et al., 2017).

En ese sentido, la actividad proinflamatoria y proapoptética.del ADNmt podrian
tener un rol crucial en la patogénesis del déficit cognitivo de los pacientes con
esquizofrenia, ya que algunas enfermedades neurodegenerativas.(Huntington,
Alzheimer, Parkinson) parecen estar asociadas a alteraciones cuantitativas y

cualitativas en el ADN mitocondrial (Hoekstra, Hipp, Montine, v Kennedy,12016;

Pyle et al., 2015). Asimismo, en los ultimos anos, se ha identificado ADNMt

circulante en plasma y suero en diferentes condiciones psiquiatricas (Li et al.

11
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2015; Lindgvist et al., 2016; Trumpff et al., 2019). Sin embargo, existen muy

pocos. estudios sobre los niveles de ADNmt en pacientes con esquizofrenia; la
mayor‘parte de estos se enfocan en las anomalias estructurales (mutaciones,
deleciones).y en el numero de copias de ADNmt intracelular, mas no en las

caracteristicas\del, ADNmt circulante (Kumar et al., 2018; Li et al., 2015). Existe

un unico estudio.en“el que se analizaron las concentraciones de ADNmt libre en
plasma de pacientes con.diagnoéstico de esquizofrenia, trastorno afectivo bipolar
y depresion. Sin embargo, los niveles de ADNmt de los pacientes con

esquizofrenia y los sujetos’sangs, fueron similares (Kageyama et al., 2018). Por

esto, el presente estudio se enfoca en identificar ADNmt circulante en plasma y
analizar la posible asociaciépZentre el ADNmt y el déficit cognitivo, asumiendo
que la actividad proinflamatoria’ del~ADNmt es la causa de la neurodegeneracion

de los pacientes con esquizofrenia(Figura X).
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Figura 1. Rol del ADN mitocondrial en la patogénesis del deterioro cognitivo en

esquizofrenia.
ATP: Adenosin trifosfato; ERO: Especies reactivas de oxigeno; ADNmt: ADN

mitocondrial.
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2. Planteamiento del problema
El diagndstico de esquizofrenia depende bésicamente de la intensidad y duracion
de los sintomas positivos. Generalmente, los pacientes acuden al especialista
cuando la~conducta, el juicio o la percepcion de la realidad se ven alteradas. Sin
embargo, se sabe que la pérdida de las funciones cognitivas es progresiva y se
manifiestan de manera sutil desde edades tempranas, por lo que suelen pasar
desapercibidas. Ademas; algunos estudios longitudinales han demostrado que 20-
30% de los individuos quesmanifiestan alteraciones cognitivas de inicio temprano,
progresan a psicosis en un_periodo de un afio aproximadamente. Aunque los
sintomas positivos pueden remitir’con el tratamiento antipsicotico, los sintomas
cognitivos se mantienen. POr lo tanto, demostrar la asociacién entre el déficit
cognitivo y la presencia de ADNmt libre' en plasma de pacientes con esquizofrenia
apoyaria la teoria del efecto proinflamatorio~-del ADN mitocondrial causante de
neurodegeneracién, lo que permitiria Un mejor entendimiento de la etiologia de la

enfermedad.

2.1. Preguntade investigacion
¢El ADN mitocondrial circulante en plasma esta asociado al déficit cognitivo de los

pacientes con esquizofrenia?
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3. Justificacion
Los” sintomas cognitivos en la esquizofrenia provocan un desajuste social y
laboral de_los pacientes. Sin embargo, se desconoce la causa de estos sintomas,
y actualmente, no existe algun tratamiento que logre remitirlos. Por ello, la
evaluacion del _déficit cognitivo en estos pacientes es fundamental para el
entendimiento de”la-patogénesis de la enfermedad y confiere la posibilidad de
detectar cambios en.etapas tempranas que alerten sobre la progresion de la
enfermedad. Ademas, esspoco factible realizar estudios de neuroimagen para
evaluar las anomalias estructdrales en todos los pacientes. Debido a esto, la
finalidad del presente estudio es detectar la presencia de ADN mitocondrial libre
en plasma de los pacienteS/con ‘esquizofrenia del Hospital Regional de Alta
Especialidad de Salud Mental \Villahermosa” y estudiar su relacion con el
deterioro funcional y cognitivo. Ademas, .een. los datos obtenidos en esta
investigacion se explora la posibilidadyde ‘que los sintomas cognitivos en
asociacion con el ADN mitocondrial funjan como-tn«potencial biomarcador que
refleje el estado neuroinflamatorio de la esquizofrenia, y. puede ser clave para
entender la causa del proceso neurodegenerativo precoz=ebservado en estos

pacientes.
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4. Objetivos

4.1. , Objetivo General
Determinar la asociacion entre el déficit cognitivo y el ADN mitocondrial
circulante en”plasma de pacientes con esquizofrenia del Hospital Regional de

Alta Especialidad de Salud Mental “Villahermosa”.

4.2. Objetivos'particulares
1. Evaluar el grado de déficit cognitivo en pacientes con esquizofrenia en el

Hospital Regional de Alta Especialidad de Salud Mental “Villahermosa”.

2. Cuantificar el ADN mitocondrial circulante en plasma de pacientes con
esquizofrenia en el Hospital”Regional de Alta Especialidad de Salud Mental

“Villahermosa”

3. Cuantificar el ADN mitocondrial_circulante en plasma de sujetos sanos del

Hospital Regional de Comalcalco.

4. Comparar las concentraciones del ADN mitoeondrial libre en plasma de

pacientes con esquizofrenia y sujetos sanos.
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5. Material y métodos

5.1¢ Disefno del estudio

La presente investigacion consistio en un estudio transversal de casos-controles.

5.2. Muestra

Se llevo a cabo un, registro de pacientes diagnosticados con esquizofrenia, que
ingresaron al Haspital Regional de Alta Especialidad de Salud Mental
Villahermosa por primeéra vez o que llevaban un seguimiento en el mismo, en el
periodo junio 2018- febrero~2019. De igual forma para los sujetos sanos que
acudieron como donadores al area de banco de sangre del Hospital Regional de

Comalcalco.

5.3. Criterios de inclusion

Para el grupo de casos se reclutaron-pacientés con diagndéstico de esquizofrenia
de acuerdo a los criterios del DSM-5 (Manual de diagnéstico estadistico de los
trastornos mentales 5), mayores de 18 afoS. JLos pacientes que fueron
seleccionados acudian a citas programadas en el area de consulta externa del
Hospital Regional de Alta Especialidad de Salud#Mental “Villahermosa”.
Asimismo, se considerdé a la depresion y conducta suicida~como criterio de
inclusién. Para el grupo de controles, se incluyeron sujetos clinicamente sanos,
sin antecedentes de alguna enfermedad psiquiatrica, neuroldgica o _patologia
clinica (hepatica, endocrina, renal, cardiovascular, asma o infeccigsas) que

acudieron como donadores al banco de sangre del “Hospital Regional~de

17



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud
Material y Métodos

Comalcalco”. En ambos casos se incluyd solo a quienes accedieron a firmar la

carta«de consentimiento informado.

5.4. Criterios de exclusion

Pacientesentestado psicotico, trastorno psicético secundario de origen toxico,
con antecedentes de enfermedad cerebrovascular, demencia o trauma
craneoencefalico “moderado o severo. Sujetos con diabetes o enfermedades
vasculares. Personas.analfabetas o con alguna discapacidad intelectual o fisica
(sordos). Sujetos que nosaceptaron la donacion de muestras sanguineas. Se
excluyeron del grupo contrely“los sujetos que no se consideraron aptos para

donar sangre.

5.5. Instrumentos y medidas
Escala de la evaluacién cognitiva de Montreal (MoCA) version 7.2: validada

en poblacién mexicana, con un alfarde Cronbach de 0.71 (Rodriguez-Bores,

2014). lIdentifica déficits en la funcion ejecdtiva y visoespacial, memoria,
atencion, lenguaje, abstraccion, recuerdo y orientacion..Los puntajes =26 indican

funcionamiento cognitivo normal. Se agreg6é 1 punto(aylos pacientes con <12

afos de escolaridad (Yang et al., 2018). Esta escala tiene 87% de especificidad y
90% de sensiblidad.

Escala de ajuste premorbido (PAS): Para obtener mayor informacion acerca
del desempefio escolar y social de los pacientes se aplicé la escala.PAS, esta
evaliia 5 dominios (sociabilidad y aislamiento, relaciones de amistad, desempefio
escolar, adaptacion escolar y aspectos socio-sexuales) en 4 periodos distintos’de
la vida del paciente (infancia, adolescencia temprana, tardia y adultez). Se
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evaluaron solo los periodos correspondientes a un afio antes de la primera
hospitalizacion o primer cuadro psicotico. EI promedio total de PAS varia de 0-1,
siende’los puntajes menores los que indiqguen mayor funcionalidad en el paciente

(Cannon-Spoor, Potkin, v Wyatt, 1982; Kilian et al., 2017). Esta escala tiene un

alfa de Cronhach de 0.76. Fue traducida al castellano y validada por Lépez, M. y
cols., en 1996.

Escala de sintomasspositivos y negativos (PANSS): de 5 factores (positiva,
negativa, cognitiva, ansiedad/depresion y excitabilidad) se aplic6 solo a los
pacientes con esquizofrenias~Consta de 30 items, cada uno evalla la intensidad
de los sintomas con un puntajesposible entre 1-7, siendo 7 el maximo, con un

puntaje total de la escala minima de 30 y maximo 210 (Emsley, Rabinowitz,

Torreman, y Group, 2003). Esta escalajtiene un alfa de Cronbach de 0.80-0.89 y

fue validada por Fresan, A. y colaboradores.en 2005.

5.6. Obtencion de muestras biologicas

Las muestras de sangre del grupo de casos con esquizofrenia y del grupo control
fueron obtenidas en el Hospital Regional de Alta Espécialidad de Salud Mental
“Villahermosa” y el “Hospital Regional de Comalcalco”,srespectivamente. La
muestra de sangre total, se obtuvo por personal capacitado ‘mediante puncién
venosa, posteriormente fueron centrifugados y separado el plasma. Mismos que
se resguardaron y congelaron a - 80°C.

El ADNmt libre de células se obtuvo a partir de plasma, utilizando el kit eomercial
Gentra Puregene (Qiagen, USA) mediante las condiciones establecidas por el

proveedor. Previo a la extraccion del ADN, las muestras de plasma fueron
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cef;trifugadas a 10 000 g durante 10 minutos. La cantidad y pureza del ADNmt se
evalug por medio de espectrofotometria a 260/280 nm (Nanodrop). El ADNmt se
cuantifico por medio de PCR en tiempo real (TagMan multiplex assay) utilizando
la tecnolagia de curva de fusion (melting curve), con el fluoréforo SYBR green
como marcador 'de amplificacion. La intensidad de fluorescencia se midié con un
equipo de PCR ‘en/tiempo real Quanto Studio 7 (Termofisher). Las condiciones
de amplificacion fuerenylas siguientes: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 10
minutos, posterior a est, .50 ciclos que consisten en 95 °C durante 10 segundos
para desnaturalizacion, 65 >€ durante 10 segundos para alineamiento y 72 °C
durante 11 segundos para extension, con una medicion de fluorescencia
mediante analisis de melting?curve de forma continua de 60 a 97 °C. Los
cebadores utilizados para amplificar elygen mitocondrial de la subunidad 2 del
complejo | (MT-ND2), se eligieron de.acuerdo a lo previamente publicado por
Lindqvist et al (2018), que se especifican a“centinuacion: Gen: ND2 Forward:
CACACTCATCACAGCGCTAA, Reverse: GGATTATGGATGCGGTTGCT

(Lindgvist et al., 2016). ElI producto de esta amplificaciéon fue utilizado en

diluciones para crear una curva estandar y €alcular las diferentes
concentraciones de ADN de cada una de las muestras. El iumero de copias de

ADNmt fue calculado mediante la siguiente formula:

%DNA (8
mtDNA units = x6.022x 10
PCR- frag (bp)x660

20



Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Division Académica de Ciencias de la Salud
Material y Métodos

La_eoncentracion de ADN (g/ul) se dividio entre la longitud del fragmento de PCR
expresado en pares de bases, el resultado se multiplicé por 660 (g/mol) que
corresponde a la masa molar de cada par de base y finalmente el producto se

multiplico(por 6.022 x 10 2 que corresponde a la constante de Avogadro.

5.7. Analisis_estadistico

La normalidad de‘lasvariables fue evaluada por medio de la prueba Kolmogorov-
Smirnoff, del total de.las variables, solo el IMC siguié una distribucion normal.
Los datos de las variables”continuas son representados en medianas y rangos
intercuartilicos. Las diferencias’entre las caracteristicas de los grupos de casos y
control se analizaron mediante X3/para comparar las variables categoricas y se
empled la prueba U-Mann Whitney para_las variables continuas. La muestra se
reagrup6é de acuerdo al puntajé ‘obtenide”en la escala MoCA en pacientes con
déficit leve (18-25 puntos), moderado (17-20-puntos) y severo (<10 puntos),
posterior a esto, se realiz6 una prueba de” Kruskall-Wallis para evaluar las
diferencias clinicas entre los 3 grupos. De igual*forma, el grupo de casos se
clasific6 de acuerdo a la intensidad de los sintomas” evaluados por la escala
PANSS en pacientes con intensidad leve, moderada y mareada, empleandose la
misma prueba, Kruskall-Wallis, para la busqueda de diferencias/clinicas entre los
grupos. Del mismo modo, se evaluaron las diferencias entre 40s puntajes de
MoCA vy los valores de ADNmt de cada uno de los grupos? Mediante
correlaciones de Rho de Spearman se evalu¢ el efecto de las variables/Clinicas
sobre las concentraciones de ADNmt libre de células obtenida en cada sujeto,

considerando los puntajes obtenidos en las escalas (MoCA, PANSS y Ajuste
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premorbido). Se establecio el valor de p<0.05 como significativo. Los célculos
estadisticos fueron analizados con SPSS (Statistical Package for the Social

Sciencies for Windows) IBM version 23.

5.8. Declaracion ética

Este estudio serealiz6 acorde a los principios de la Declaracion de Helsinki, fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital Regional de Alta
Especialidad de Salud/Mental No. HRAESM/DG/RP/1128/2018. Los individuos
incluidos en el estudio reeibieron informacién de manera verbal y escrita sobre
los objetivos del estudio, los'cuales participaron de manera voluntaria y sin recibir
alguna clase de remuneracion economica. Todos aceptaron participar firmando

una carta de consentimientoe‘informado aprobada por el Comité de Etica.
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6. Resultados

6.1. “Caracteristicas sociodemograficas de la muestra

Se obtuvieron en total 99 sujetos: 39 y 60 sujetos conformaron el grupo de casos

y controlesy'respectivamente. Se eliminaron 4 pacientes con diabetes tipo 2 e

hipertension arterial. EI género masculino predomin6 en ambos grupos. Se

encontraron diferéncias significativas en la escolaridad, estado civil, nivel

socioeconémico y ocu@pacion. La secundaria resultd ser el nivel maximo de

estudios para la mayoria de* los pacientes, asi como ser soltero (85%), estar

desempleado (46.4%) y tener.un nivel socioeconémico bajo (64.2%). Mientras

que 38.5% de los sujetos sanos ‘\estaban casados, con trabajo de tiempo

completo y 76.9% mantenian/un-nivel.secioeconémico medio (tabla 1).

Tabla 1

Caracteristicas sociodemogréficas ‘defla muestra-(n=95)

Caracteristicas Casos Contreles Total Estadistico
sociodemograficas (n=56) (n=39) (n=95)
Edad (afios) 45 (19-72) 25 (18-48) 35 (18-72) 32%780%1
. N U= 802
Escolaridad (afios) 9 (2-17) 12 (1-18) 9 (1-18) P=0.026
Indice de masa U=0.131
corporal IMC (kg/mz) 27.02 (+6.2) 27.18 (+4.88) 27.3 (£5.7) P=0.896
Estado civil
Casado/ unién libre 3(5.3) 15 (38.5) 18 (18.9) %2=18.55
Soltero 48 (85.7) 24 (61.5) 72 (75.7) P _<0 (')001
Divorciado 5(8.9) 0 5(5.2) '
Género
Masculino 35 (62.5) 31 (79.5) 66 (69.5) %#=3.128
Femenino 21 (37.5) 8 (20.5) 29 (30.5) P=0.209
Nivel socioeconémico
AIto_ 2 (3.5) 0 2(2.1) NI
Medio 18 (32.1) 30 (76.9) 48 (50.5) P <0.0007
Bajo 36 (64.2) 9(23.1) 45 (47.3) '
Ocupacion
Desempleado 26 (46.4) 1(2.6) 27(28.4) X*=53.73
Labores del hogar 12 (21.4) 1(2.6) 13 (13.7) P <0.0001
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Estudiante 1(1.7) 16 (41) 17 (17.9)
Subempleo 12 (21.4) 6 (15.4) 18 (18.9)
Empleo tiempo 4(7.1) 15 (38.5) 19 (20)

completo

Fuenter Consulta Externa del Hospital Regional de Alta Especialidad de Salud
Mental;Banco de Sangre del Hospital Regional de Comalcalco, Tabasco.

6.2. Caracteristicas clinicas de la muestra

Los puntajes alcanzados por los pacientes con esquizofrenia en la escala MoCA
fueron significativamente.menores en comparacion con el grupo control, con una
mediana de 15.5 puntoscen_el grupo de casos y 26 en el grupo control (U= 226; P
<0.0001) (tabla 2). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los puntajes en la escalas/MoCA y el sexo o la edad de los pacientes y
controles (figura 2 y 3). Por.etro lado, el puntaje general de la escala de ajuste
premorbido resultd ser signifiCativamente mayor en los pacientes, lo cual es
indicativo de inadecuada adaptacién escolar y social en comparacion con el

grupo control (0.43 vs 0; U= 1; P <0.0001) (tabla=2).

6.3. Caracteristicas clinicas de los casos

El 60.7% de los pacientes inicié con sintomas psicoticos después de los 18 afos
de edad. El promedio de duracion de la psicosis no tratadasftue aproximadamente
de 1 afio y 76.7% contaban con antecedente de al menos‘una hospitalizacion
con duracion de 1 semana a 7 meses aproximadamente. La duracién minima de
la enfermedad fue de 8 afios. Ademas, al momento del estudio, 13 pacientes se
encontraban bajo tratamiento exclusivo con risperidona, 16 con olanzapina, y 7

con zuclopentixol. El resto (16) contaban con mas de 1 antipsicotico.
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Tabla 2
Caracteristicas clinicas de la muestra (n= 95)
Caracferisticas Casos Controles Total
. mediana(RIQ) mediana(RIQ) mediana(RIQ) Estadistico
clinicas _ _ -
n=56 n=39 n=95
Puntaje de escala de 0.43 (0.09-0.9) 0 (0-0.14) 0.29 (0-0.9) U=1
Ajuste Premérbido P <0.0001
Déficit cognitivesSi* 54 (96.42) 19 (48.7) 73 (74) X*=20.41
’ ’ P <0.0001
Escala MoCA
Funcionamiento U= 350
visuoespacial / 5 2 (1-4) 5(4-5) 3(2-9) P <0.0001
e U= 737
Identificacion / 3 3 (2-3) 3 (3-3) 3 (2-3) P= 0006
L U= 352
Atencion / 6 3 (1-4) 5 (4-6) 4 (2-5) P <0.0001
. U= 563
Lenguaje / 3 1(0-2) 2 (1-3) 2 (1-3) P <0.0001
- U= 801
Abstraccion / 2 2 (0-2) 2 (2-2) 2 (1-2) P <0.0001
. U= 291
Recuerdo diferido / 5 0 (0) 3 (2-3) 0 (0-3) P <0.0001
. . U= 595
Orientacion / 6 5 (3-6) 6 (6-6) 6 (5-6) P <0.0001
. 155 (11- U= 226
Puntaje total / 30 20.75) 26 (22-28) 20 (0-29) P <0.0001
Escala(PANSS
PANSS positiva 13 (10-16)
PANSS negativa 16.5 (11-24)
PANSS cognitiva 14(11-21)
PANSS excitabilidad 4 (4-7)
PANSS
ansiedad/depresion BT
Puntaje total 56 (45-69.5)
ADN mitocondrial
ADNmt en plasma- X*=35.57
S| 39 (69.6) 3(7.7) 42 (42:15) P <0.0001
Numero de copias 23.92 (0.10- 0.10 (0.10- U=8.198
ADNmt (uL) 23.95) L {01010 23.43) P <0.0001

Fuente: Consulta Externa del Hospital Regional de Alta Especialidad<de Salud
Mental; Banco de Sangre del Hospital Regional de Comalcalco, Tabasce.

* Frecuencia (%)
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Figura 2. Diferencias de puntajes totales de la escala MoCA (medianas y rangos
intercuartilicos).

a) Diferencias de puntajes de MoCA entre casos y controles (n=95). b) Puntajes
de MoCA en pacientes clasificados de acuerdo al sexo (n=56)."c) Puntajes de la
escala MoCA en el grupo control, de acuerdo al sexo (n=39).
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Figura 3. Correlaciones de puntajes totales de MoCA y edad.

a) Puntajes de MoCA y edadesde casos (n=56). b) Puntajes de MoCA y edad
del grupo control (n=39).

6.4. Estatus cognitivo de los'casos

El estado cognitivo se encontré afectado(MoCA <26) en 96.4% del grupo de
casos con esquizofrenia. Los puntajes alcanzados en la escala MoCA oscilaron
entre 11 y 20 puntos, solo 2 pacientes lograron puntajes =26 en la misma escala
(tabla 2). Sin embargo, 22 de los pacientes se clasificaron con déficit leve, 20
con déficit moderado y 12 con déficit severo. En este Ultimo grupo se observé

que los sintomas negativos y cognitivos (PANSS) eran mas marcados (tabla 3).

De acuerdo a la sintomatologia (PANSS) se formaron los grupos con intensidad
leve, moderada y marcada. No se encontraron diferencias entre la edad y los
afos de duracién de la enfermedad. Sin embargo, el numero y duracion de las
hospitalizaciones fue menor en el grupo leve. Ademas de mostrar mejor ajuste

premérbido, el grupo leve obtuvo mejores puntajes en el funcionamiento
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visuoespacial, la atenciéon y la orientacion evaluados por MoCA. Los puntajes de
MoCA._ fueron significativamente menores en el grupo con sintomatologia
marcadas(Tabla 4). Ademas, se identificaron correlaciones negativas entre las

distintas subescalas de PANSS vy el déficit cognitivo (MoCA) (Figura 4).

6.5. Diferentcias entre concentraciones de ADNmt libre en plasma

Se identific6 ADNmttibre en el plasma de 39 casos (ADNmt+) y 3 sujetos sanos.
En los 17 pacientes restantes, el numero de copias de ADNmt libre en plasma no
fue detectable (ADNmt-)#"No se encontré asociacion significativa entre los
posibles efectos del género-y‘la edad sobre el ADNmt. Tampoco se encontrd
asociacion entre el déficit cognitiva/y, las concentraciones de ADNmt de los casos
(Figura 5).

Tabla 3

Caracteristicas clinicas de pacientes.con défieit cognitivo leve, moderado y severo,
de acuerdo a MoCA (n=56).

Déficit leve Déficit Déficit Estadistico
mediana(RIQ) moderado severo
n=22 mediana(RIQ) mediana(RIQ)
n=20 n=12
Ajuste premorbido 0.29 0.41 0.585 F=8.505
total (0.15-0.48)° (0.32-0.62) (0.41-0.65) P=0.0142
- F=7.632
PANSS positiva 10 (8-16) 12 (9-15) 14)(13-23) P=0 022+
. c F=10.84
PANSS negativa 12 (9-16) 15 (7-20) 23 (#5+31) P= 0.0044
- b c F=23.06
PANSS cognitiva 9 (7-12) 13 (10-15) 22 (17£27) P=<0.0001
S F=2.322
PANSS excitabilidad 4 (4-5) 4 (4-6) 5 (4-8) P= 03132
PANSS F=3.482
ansiedad/depresion 7(6-9) 6 (4-9) 5(4-8) P=0.1753
PANSS puntaje total 43 (38-56) 50 (43-61) 71 (60-89) >
NUmero de copias 23.91 (12- 23.92 (0.1007- 23.92 (23.91- F=1.999
ADNmt (uL) 23.94) 23.94) 23.96) P=0.3681

Fuente: Consulta Externa del Hospital Regional de Alta Especialidad de Salud
Mental, Villahermosa, Tabasco.
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Nota: 2 Déficit leve vs Déficit moderado (P <0.05); P Déficit leve vs Déficit severo (P <0.05); ©

Déficit'moderado vs Déficit severo (P <0.05);

Dunn,(P>0.05).
Tabla4

Diferencias clinicas de pacientes agrupados acuerdo a la intensidad de los

sintomas+(PANSS).

Comparaciones entre los grupos, correccion de

Leve Moderada Marcada
mediana(RIQ) mediana(RIQ) mediana(RIQ) Estadistico
n=29 n=20 n=7
o F=2.158
Edad (afios) 43(28-54) 52 (31-55) 44 (25-53) P= 0339
Escolaridad (afios)# = 11 (9-13)° 7 (5-10) 9 (6-12) e
Edad de inicio F=3.606
esquizofrenia Z817-29) 18 (15-24) 20 (15-21) P=0.1648
Duracion de la F=3.507
esquizofrenia 1516227) 28 (9-40) 12 (11-38) P—_O '1715
(afios) e
Ndmero de a F=7.346
hospitalizaciones 1(0-2) 4 (1-5) 2(0-10) P=0.0254
Duracién de F=6.679
hospitalizaciones 4 (0-19)* 20 (5-81) 10 (0-83) P-_O 0355
(semanas) e
Duracién de F= 2 615
psicosis no tratada 26 (12-104) 44-(24-182) 78 (36-104) P—_O :2705
(semanas) e
Nimero de copias 23.92 (0.1007~ 23.92(23.91- 23.91 (0.10- F=1.47
ADNmt (uL) 23.94) 23/95) 23.96) P=0.4796
Puntaje total MOCA 19 (15.5- F=21.62
/30 21.5)% 12 (7.25-27-5) 8 (1-11) P=<0.0001
Funcionamiento ab F=22.93
visuoespacial / 5 8es4) 7§21 & (O P=<0.0001
Identificacion / 3 3(2.5-3) 2(2-3) 2 (0-3) o
Atencion / 6 4 (2-5) 2 (0.25-4)° 0 (0-2) o oot
. F=6.217
Lenguaje/3 2 (0.5-2.5) 1(0-1.7) 1,(0-1) P=0 0447
Abstraccion / 2 2 (2-2)%" 0.5 (0-2) 0 (02) PF;olgblgs
Recuerdo diferido / 0 0 0 F=2.057
5 P=0.3576*
Orientacién / 6 6 (5-6) 5 (2-6)°° 3(0-3) Rt
Puntaje total de 0.37 (0.265- 0.54 (0.412- 0.61 (0.37- F=11.34
Ajuste Premorbido 0.555)° 0.655) 0.75) P=0.0034

Fuente: Consulta Externa del Hospital Regional de Alta Especialidad de”Salud
Mental; Banco de Sangre del Hospital Regional de Comalcalco, Tabasce.
Nota: 2Leve vs moderada (P <0.05); ®| eve vs marcada (P < 0.05); ¢ Moderada vs mar¢ada (P<

0.05);

Comparaciones entre los grupos, correccion de Dunn (P>0.05).
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Figura 4. Correlaciones de puntajes totales de MoCA y subescalas de PANSS.

a) Correlacion entre MoCA y subescala positiva de PANSS.\b) Puntaje total de
MoCA y subescala negativa de PANSS. c) Correlacion entre MoCA\y subescala
cognitiva de PANSS. d) Correlacion entre MoCA y puntaje total de PANSS.
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Figura 5. Diferencias cuantitativas y cualitativas de ADNmt.en la muestra.
a) Namero de copias de ADNmt por ul de plasma en eaSos y controles. b)
NUmero de copias de ADNmt (ul) en plasma, de acuerdo al género. c)
Diferencias entre las edades de los grupos ADNmt + y ADNmt —. d).Comparacion
de puntajes de MoCA en los grupos ADNmt + y ADNmt —
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7. Discusion
Este sestudio confirma que las condiciones generales (estado civil, nivel
socioeconomico, ocupacion, escolaridad) y la funcionalidad social y comunitaria
de los pacientes son significativamente inferiores al resto de la poblacién
general, pues la_mayoria de los pacientes expresaron que no mantienen ningun
tipo de relacion defpareja o amistad (85.7%), ni empleo (67.8%), y afirmaron que
dependen de sus familiares, tanto econémicamente como para acudir a sus citas
de control o tomar sus medieamentos. Efectivamente, en estudios previos se ha
observado que estas mismas‘caracteristicas afectan negativamente la calidad de

vida y el curso de la enfermedad (Choo et al., 2017) (Medici et al., 2016; Pinho,

Pereira, y Chaves, 2017).

Por otro lado, el deterioro coghitivo, ademés de ser una de las caracteristicas
centrales de la esquizofrenia, también, provoca la pérdida de la funcionalidad

necesaria para vivir de manera independientesy_productiva (Carbon vy Correll,

2014). La prevalencia de los sintomas cognitivos varialentre 60-80% (McCleery y

Nuechterlein, 2019). Por esto, uno de los objetivos de esta investigacion fue

evaluar el estado cognitivo de los pacientes con esquizofrenia, los cuales
obtuvieron puntajes notablemente inferiores en la escala MoCA en, comparacion
con el grupo control, revelando deficiencias cognitivas en 964% de los
pacientes. Es probable que este alto porcentaje se deba a algunas de las
caracteristicas clinicas de los pacientes, entre ellas: la intensidad(de los

sintomas generales de la enfermedad y las hospitalizaciones previas.
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En_relacion a los sintomas, nuestros resultados indican que el grado del déficit
cognitivo se asocia a la intensidad de los sintomas positivos y negativos; a
medida gue la intensidad de estos aumenta, el desempefio cognitivo de los
pacientes disminuye. Esto se ha descrito anteriormente en otros estudios (Lin et

al., 2013; Zanell et al., 2019; Zhu et al., 2019). Adicionalmente, al evaluar los

distintos dominios/“de la escala MoCA, percibimos que el funcionamiento
visuoespacial, la atencion y abstraccion fueron las areas cognitivas que
mostraron mayor declive-conforme los sintomas generales se hacian mas
graves. En cambio, el lenguaje™y el recuerdo diferido se mostraron igualmente
afectados, independientemente«de la intensidad de los sintomas. Diversos
autores han propuesto que nostodas las funciones cognitivas son afectadas de la
misma manera, algunas funcienes-como la abstraccion o el aprendizaje visual,
pueden mantenerse estables después de los primeros 3-5 afios de la
enfermedad, mientras que otras como_el lenguaje y la memoria de trabajo

contindan deteriorandose (Reichenberqg et al., 2010;/Seidman y Mirsky, 2017).

Respecto a las hospitalizaciones, observamos que les pacientes con sintomas
mas marcados contaban con caracteristicas similares: mayer, nimero y duracion
de hospitalizaciones. Esto podria estar relacionado a lal frecuencia de las
recaidas (exacerbaciones agudas de los sintomas psicoticos). Se sabe que los
sintomas positivos de la esquizofrenia pueden remitir. Sin embargo,\el curso
natural de este trastorno implica que la mayoria de los pacientes experimenten

multiples recaidas, que conllevan a multiples hospitalizaciones (Emsley, Chiliza,

Asmal, v Harvey, 2013; Hor vy Taylor, 2010; Kane, 2007). Esto es importante,
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porgue se ha demostrado que, con cada hospitalizacion, el estado funcional
previe al evento no se recupera totalmente, ocasionando el deterioro cognitivo de

los pacientes (Taylor y Jauhar, 2019). Cabe mencionar que la escala empleada

para medirlos sintomas generales de la esquizofrenia (PANSS) también evalla
la presencia de ‘'sinptomas cognitivos, y dado que estos son predominantes en la
mayoria de los ‘pacientes, es probable que los altos puntajes de PANSS se
deban principalmente/a‘los sintomas cognitivos. Ademas, al momento del estudio
ningun paciente estaba _hospitalizado, lo que indica que gran parte de los
sintomas positivos eran leves @ ausentes. Debido a esto, consideramos que las
variables mencionadas explicancde manera indirecta, el estado cognitivo de
nuestros pacientes.

En este contexto, se han enlistado numerosos factores asociados al déficit
cognitivo en esquizofrenia y otras‘enfermedades neurodegenerativas, entre ellos,

la inflamacion (Fourrier, Singhal, v Batine, 2049; Muller, Weidinger, Leitner, v

Schwarz, 2015). Se sabe que los pacientes con fesquizofrenia se encuentran en

un estado pro-inflamatorio constante que provoca una/pérdida progresiva en el

SNC (Na, Jung, y Kim, 2014). La sobreexpresion de IL6, IL-1B y TNFa parece

estar involucrada en procesos neurodegenerativos que se<manifiestan como

deficiencias en la memoria, atencion, aprendizaje, entre otros (Fourrier et al.,

2019; McAfoose y Baune, 2009). Al respecto, el ADNmt circulante”ha’ cobrado

mayor importancia en los ultimos afos, pues esta comprobada su int€rvencion

en respuestas inflamatorias y muerte celular (Gambardella et al.,~2019;

Rodriguez-Nuevo vy Zorzano, 2019). En este sentido, uno de los hallazgos méas
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importantes de nuestra investigacion fue la presencia de ADNmt en un gran
porcentaje de los pacientes (69.6%), mas no en los sujetos sanos (7.6%). Esta
diferenCia no ha sido reportada en pacientes con esquizofrenia. De hecho, este
es el primer estudio en el que se observan elevaciones de ADNmt en plasma,;
solo existe un estudio previo en donde las concentraciones de ADNmt en plasma
de pacientes caon_esquizofrenia e individuos sanos fueron muy similares; es

probable que no se”hayan encontrado diferencias debido al tamafio de la

muestra (17 pacientes vg 29 controles) (Kageyama et al., 2018).
A pesar de la creciente infornjacion acerca del uso diagndstico y terapéutico del
ADNmt circulante en diversas condiciones clinicas (cancer, trauma,

envejecimiento, ejercicio) (Faust et al., 2020; Picca et al., 2018; Valiente-Palleja

et al.,, 2020; Yu, 2012), la mayoria de_las investigaciones en esquizofrenia

abordan principalmente las anomalias estructurales del ADNmt (mutaciones,

deleciones) (Cuperfain et al., 2018; Sequeiraeial., 2015), o bien, cambios en el

namero de copias de ADNmt intracelular (Befmudez-Guzman y Leal, 2019;

Kasahara y Kato, 2018; Kumar et al., 2018; Li et#al.) 2015), mas no ADNmt

circulante. Al respecto, en una cohorte de 89 sujetos queé cursaban con el primer
episodio psicoético se observaron cambios en el nUmero de“Capias de ADNmt de
origen leucocitario; quienes no respondieron adecuadamente _al tratamiento
antipsicotico (risperidona) mostraron niveles basales de ADNmt'mas~altos en
comparacion con los pacientes que respondieron adecuadamente,

manteniéndose asi al final del tratamiento (Li et al., 2015). En un estudio ‘similar,

se observé que clozapina y risperidona tienen un efecto reductor sobre el ADNmt
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leueocitario; el nimero de copias de ADNmt era menor en quienes manifestaban

mayor.severidad de sintomas psicoticos (Kumar et al., 2018). De igual forma,

Chestkoy et al (2018), demostraron que el estrés oxidativo estd asociado al
incrementonde ADNmt leucocitario en pacientes con esquizofrenia sin tratamiento

(Chestkov ettal.; 2018). En relacion a esto, es probable que los niveles bajos de

ADNmt intracelular/Se deban a una mayor liberacion de ADNmt hacia el medio
externo, como mecapismo de control de calidad. Se ha demostrado las células
emplean diferentes mecanisSmos para evitar la acumulaciéon de copias de ADNmt
dafiado, ya sea por medio de mitofagia o exocitosis (liberacién activa), de esta
manera se evita que el ADNmt dafiado se acumule en las células, de lo contario

esto podria conducir a la muerte celular (Thurairajah et al., 2018; Youle vy

Narendra, 2011). En conjunte,estas evidencias podrian explicar la marcada

diferencia de ADNmt circulante” entre “ nuestros pacientes y controles. No
obstante, la cuantificacion simultdnea_del ADNmt intracelular no formo parte de
nuestros objetivos, por lo tanto, se requieren estudios que consideren ambos
tipos de ADNmt para corroborar lo antes planteado. Por ejemplo, Silzer et al
(2019), observaron que el numero de copias de ADNmtrera menor en pacientes
con diabetes tipo 2 y déficit cognitivo, mientras que los miveles de ADNmt

circulante aumentaban en pacientes con ambos diagnésticos (Silzeret al., 2019).

Por otro lado, no se observé una asociacion entre el ADNmt circulante en plasma
y el déficit cognitivo de nuestros pacientes. Actualmente, no existen~estudios
similares con los cuales comparar este resultado, pues hasta ahora no hassido

explorado el ADNmt circulante y su relacion con el déficit cognitivo \en
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esquizofrenia. Sin embargo, en otras patologias neurodegenerativas se ha
confirmado una conexion entre el ADNmt y el deterioro cognitivo. En liquido
cefalorraquideo de pacientes con enfermedad de Parkinson, se han observado
niveles aumentados de ADNmt libre, el cual se asocia a un mayor grado

deterioro cognitivo, (Lowes, Pyle, Santibanez-Koref, y Hudson, 2020). Asimismo,

Pérez-Santiago et al (2016), identificaron una fuerte correlacién positiva entre el
ADNmt libre en liquide cefalorraquideo y déficit cognitivo de pacientes infectados

con VIH (Perez-Santiago-et al., 2016). Es probable que el ADNmt no esté

relacionado al déficit cognitiv@ de nuestros pacientes debido a diversos factores,
entre ellos, la evaluacion del déficit cognitivo por medio de un solo instrumento.
La escala MoCA empleada enfeste estudio, también es frecuentemente utilizada
por neurélogos y psiquiatras para-el tamizaje de deficiencias neurocognitivas,
unas de sus ventajas es que su apticacion.no requiere de mas de 30 minutos y
ha demostrado ser mas sensible (90%) que etras escalas (Mini Mental State

Examination-MMSE) para detectar deficiencias leves (Lorena Rodriguez-Bores

Ramirez, 2014). Sin embargo, MoCA solo nos brinda informacién del estado

cognitivo global del paciente, por lo que es necesario realizar pruebas
neuropsicolégicas mas completas que permitan identificar desmanera especifica
las funciones cognitivas dafiadas. Ademas, posiblemente no se‘\encontraron
diferencias significativas en el nimero de copias entre pacientes debido al
método de cuantificacion. Ye et al (2017), han sugerido que la cuantificacion de
ADNmt libre en plasma por medio de PCR pierde sensibilidad cuando los niveles

de ADNmt son muy bajos (Ye et al., 2017). En el futuro, deberia considerarse.la
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cuantificacion del ADNmt intra y extracelular. Ademas, cabe sefalar que
dependiendo el mecanismo de liberacion del ADNmt, los fragmentos varian en
tamafo. s/Justamente, se ha reportado que el tamafio de los fragmentos de
ADNmt varia desde 40-170 pares de bases; esto los hace considerablemente

mas pequefi@s que los fragmentos de ADN nuclear libre (Aucamp et al., 2018;

Meddeb et al., 2019y

Finalmente, entre ‘las\ limitaciones de estudio se encuentran: a) disefio
transversal: solo tuvimog acceso a los niveles de ADNmt circulante al momento
del estudio. Se requiere de mas-estudios longitudinales que permitan evaluar los
posibles cambios de ADNmt a través del tiempo; b) uso de una sola escala
(MoCA) para determinar el grado de déficit cognitivo: al no corroborarse el déficit
con baterias neuropsicologicas’ pedriamos, estar considerando falsos positivos, o
bien, se requiere de un analisis mas-profundo que determine no solo el grado de
déficit basandose en un puntaje si no.una clasifieacion mas global, contemplando
las diferentes areas que pueden estar afectadas;/c) cuantificacion de ADNmt
intracelular, estado inflamatorio y tratamiento antipsi€otico: no formaron parte de
los objetivos del estudio. No obstante, deberian ser consideradas variables de

interés en futuras investigaciones.
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8. Conclusion

Este es el primer estudio en analizar la asociacion entre el ADNmt libre en
plasma/y_el déficit cognitivo de pacientes con esquizofrenia en poblacion
mexicana.=Sin,embargo, son necesarios mas estudios que evalien y comparen
las concentraciones de ADNmt en diferentes etapas de la enfermedad, asi como
ADNmt intracelular.”y plasmético con el objetivo de buscar otras posibles
asociaciones.

El desempefio cognitivo ep‘estos pacientes esta influenciado por la intensidad de
los sintomas mas no por ‘larpresencia de ADNmt circulante en plasma. La
aplicacion de la escala MoCA (es’ (til para el tamizaje de déficit cognitivo en
pacientes con esquizofrenia, /sus caracteristicas permiten identificar déficits en
cada una de las areas cognitivas,que evalla. Por lo tanto, el uso de esta escala
de manera rutinaria aportard unimejor €onecimiento de la evolucién de los
sintomas cognitivos a lo largo de la enfermedad, ya que estos influyen en la

calidad de vida y el pronéstico de la enfermedad.
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Backgrownd: Circubiing ccll-free mikeschondrial DNA (efamDNA) fragments in blosd
plesima have beea reportal in palisals with schizophresis (52, Allhngh the relatondip
o cl-auldMA jo dhe cognitive astus of paticnls with 52 has sl va been caplored, i is
i ol cogrithe impasmenl in 55 compeomtises he fnctioml] ssd socisl capay of
el plticnits ard dessinisdhes their quality of lifz. In his sense, e meciemen of the ssvenly
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Introduction
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the nomaal development of these patents will be prevensed andewall affect dheir
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the functional and social capacity of these sebjects and
diminishes thewr quality of kfe. As & resall, several siudies
with nsahivarise approaches have heen undennben o get s
heter wrdersanding of the role of cognitive Impairmen in
5£. Amaong the maliple faciors involved, there is some

i of differences between mlNA copy  nunsher
mhhﬂdhpﬂm“ﬁmﬂwﬂdmu}'
=™ Moreover, circalaiing cell-free millMA fcf-
Er:g'nmihh:dphmlhlr:ﬂﬂl:ﬂmmhﬂ

in with mood disorders and 52° However, their

Esoec| al ith the cognmive siasbes of patenis with 52 has
ol vl lored. Quasaificarion of the ransher of copies

af of-mil of these patienis socosding o their
Cognitive st vide the pssibiliny of using of-
mili a5 a b for o betier assessment of the sisbes
of the disease and the hle chamges shar will mrwee over
tinee. In additicn, gies of remimen gy be pro-
mided in prevend p hs'mnfliﬁtpui:nu.

Objective o

-Du:limi:un.ucudtmm'rg' ,:gu.lrw.mpumuu:
in & Mexican population with d o evaluse its
associaton with cf-rml) - ph.nﬂ. %0
that cf-mil¥ A oould be '/

prevent a major deteroraiion o i) patiemis.
Methods and anal;uu+ Q
Participants N {

Patiemis with the previous disgrosi<
peychiairisi in sccordance withthe DSR2
recruiied from the High Specidiy Reg
Menal Health in the ciy of Vilhhemecea, Tabasoo,
Menico, These subjects will comfonm dhe case group
(w00 Alrernaiively, o control group (o 100} will be nte-
grated by beakihy subjects with no clinicall hissory of pey-
chiairic, neurnlogical, or clinical disesse and will be recruiisd

feimoropey o S s ana' e afman? oben i ot from A fpasioss aoeprans com iy 0 054 T 0L T on M- 2003
O o e

from the Blood Donor Cenier of e General Hospnal of

Comalcalon, m Comalealen, Tahssco. Subjecs imcluded im
hath groups will be masched by gender snd e {range of 15<
Gl) years of age).™ Given that medication & known o affiect
cognition, only patients mking mo medicastion will be
incloded. Patients with wascular risk facoors such = oype X
dighetes or coronary hean disesses, i well 2= subjects with
acuie peychoat, peychotic disorder of inxic onigin, neurovas-
cular disease, demeniia or modemmie w severe braim imjanyg,
mnalphsbeis, or persors with any inielleciual or physical
incapacity will be exchaded from dhe sbady.

Ethics and reach out

All subjects who decide o participate in the study should
declare their sccepance i & writen indormed consent.
The smedy will be perfonmed sccording v the Helsinki
Decleration {49th General Assembly, Seoal, Kores,
October, 2008), This sudy bas been approved by the
ethics and research commiiiees of the High Specialy
Eegional Hespital of Menml Health, project No
HREAESMARGRP 1ZE2018, We plan to communicme
our research findings in sciemtific conferences and peer-
reviewel journals.

Assessments: cognitive impairment
Imnpaimeents in executive, visual and spatial fusctions will
be meeasured with the Moniveal Cognitive Assessment
scale (MoCA); scores of 26 poinis or higher represent
normal cognitive functioning. (me point will be added
when the academic bevel is less than 12 years, in agree-
ment with other sudors "

Premorbid adjustment

The Premorbid Adjusmeeni Scale (PAS) will be used o
esmess oradenmic and socid performance in our subjecis
prior in the onse of 52, This scale evalumes frve domains
= sociability and withdrawal, peer relationships, schaolar per-
formeame e, scholar adapiation, and socio-sex sl function =, &
well as four distinet perinds of o patient’s [ife _= childbood,
early sdolesrence, loie ndolescence, and adulthood. The

" average of the tolal PAS variss from O to 1] lower soores

represen betier nciioning of patients' ™'

itive, negative, cognitive, anxiety/
sion, and excitability symptoms
foctor posidve and megmiive syndrome scale

(P iive, negative, cognitive, mnienyidepression
amd {nctors) will be mpplied only 1o the case
gToap instrunseni conmins 30 Wewes; each one evals
uates the int sympisias with o possible score from
1o 7. The izl score & 30 and the maximuns
210"

rmit Dy LA m%d quantification

Whale hlood from all the recruited in the present
siudy will be calleced | hes by venipunciure.
Extraction of mi™A from samples will be per-
fieomeed| usimg the Crenos (Cimgen, LSA), in
scgordance with the conditions

e

[T p———
[T

(rre— n._.QO.. B

48



Anexos

Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Divisién Académica de Ciencias de la Salud

Dhive

Garcis-sn bi Crur e ol

the provider. The isolated DRA will be eluied in 200 pl
Buffer AE and guantified wsing speorophatometric mmaly-
sis at 2600280 nm in o NanoDeopl00 equipment; an

/ is mnalysis will be used for pssessing
quality mnd quantiny. mi2™A will be quamifed
real-time polymemse chan reaction | Taghdan mul-

sayl, using the meling oorve sechnology
'l"l.l'ﬁl green as amplification marker. Floorescence

imiersi k\: mensured with & PCR-ri equipmeni,
i T (Termofisher). A sisndard curve
will be a dilution series of the purifed
MR p o healthy conmol  sebjeci,
who will not i pant im the present ssady.
Ribonuc|emse P il be used as the endogenous
reference  gene the mibechondrially  encoded

specifically, inone  (oidoreductase
Ciore Skt 2 (M T-NIX will serve for quastifics-
tion. The fodlowing used i amiplify she
miwchondrizl  encoded specifically, she
Ubigainone Oxidoreducinse O nit 2 (MT-KD2)
gene: foreard primer CACACTC AGCGETAN
and reverse i l'“rG.ﬂTTA‘T‘GG T, as

ions will be

por reacivon will
h 12 pl

repanied by Lindgquist o1 al '*
the following: a totall vol
contain 3 pl of semplae, 1
SYBE MIX, and & gl af 0
conired, the pesting will be run once

340 for densturanon, 10 5 a1 60 U as ali

an exiersion step of 11 = ar H04C. Fl ity
will be assessed using a contimeous meiting oa sis
from 6l o TR *

Mdnrropay e Disaass and’ Featmeand abven ia g’ fram difpai Vs deearaas comd by M MHLT 0TS an M- 8
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Statistical analysis

Epidemicdogic differences betwesn the case ond control
groupe will be malyzed with & chi-squared test (3% and
Student's ttesi for coiegonical and coaiinuees varishles,
respectively, and represenied os neean and standard deviation,
and percenmge values. Aotosding o Mo A scoves (=36 are
mcamal values), the case groap will be regrouped into severe,
mild, ord mo cognitive impainment. A one-Boor ANOYA
will bz perfomeed for the comparnison of cfaml¥MA levels in
blond plasna among the three Mol A-scored groeps. A
companzon of MoCA and PAS scores between genders
will be performed 1o explore the influence of gender in
cognitive parfomeanc:. Pearson”s correlation will be camied
ol for the msessament of the effert of clinical symgacems and

Armplification cenditions will be the an’ ini
denaiuration step ot 3% for 10 mims,

premorted adjusimeent (#olCA, PANSS, and PAS soores) on
the differences i cf-mmDRA levels in the case groap. . Due
o the possible imfluence of the age of onse of the firs
pevchotic cpisode in 57 pathology, we plan o classify
patients. pcoording bo shis vanahle. A sep by step logistic
regression adjusied by age, gesder, and BRI will evahuste the
mfluemce of clinical nd socio-demographic vannhles as
prediciors of changes im of-mDMA levels i plesma We
wwed the (*Power software for the caloulation of the sample
size. Since this stedy will include 100 individuzls in the sudy
group, de power yielded s value of 82,528 using the 3 tsi
and mn effect size of 0.5, A pvalue=0.03 will be conmidered
significant. All dam will be aralyzed using the B progmn

Discussion

In the lasi derndes, the negative impact of cognitive dys-
function in 5¥ has been recognired, given it fmnctional and
socinl implications and iss effest on the gulity of life of
imdividuals? Momndays, the information ohom this sssccin-
tion has been evolusted in varioss Ewropean ond Asian
populaiions. The findngs of this prowcol sudy will gen-
crae mlevant datn for a betier endersanding of this rela-
nonship in the Mewican population. Cumenily, no
imformation relmed o this matier & availahle m this populs-
tion. It is estimated that neore then T3% of the patients with
57 menifesi cognitive mpairmend.'® Moreover, cognitive
dysfunction im 52 usually sppears in carly phases of e
disense and may precede the Brst pevchotic episede.” The

Faural course of cognitive symploms seems o stan in

ildhood or adodescence. [n general, 43% of the children

deﬂlnmgumwh‘i&mdmemﬂlp

siudies have demonsimied that people
8Z zhow deficits in working meemory,
guage spesd, mnd diswrhances in social
is estimaied thai the e of convemsion o
ﬂ!’- when cognitive disturbances are

mg;u.l:l.'empl-'l:l:rlnﬂum:-
cimiad with braim aliemiions. ™ Previowsly, i has
MWMWHMIEMHM
ity 1o miiechomdri coald be the beading cause of
Feurcdageneraiion SZ* Misechondnal dys-
function bas been linked 1o funcrional, and cog-
mitive aherations in the Also, recent findings
saggest milochondnal axidative stress as
mggers of milA relense and emily the paricipa-
tion of mal¥A in newodege Berent evidence
has suggested whe imvolvensent af 1 o in
the cogniiive smius of patienis with Tmore, it

I'-h.l'_qd'_tﬁ_:ﬂi-—ﬂlltli
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has been chserved that somse antipsydhotic dugs (i, cloza-

ahtb.clu:itnmhndmn:ﬁlnnimiﬂm

ieacrropey chinibic Jiss asa and’ Saatman alvan e ales irem A fpaitaoss deg rans cam iy BT 054308, T an - Aa-200 3
P e o el

I’-Qm].' * They can cawse a decremesd in malNA copy
as shown in whole blood ssedies of psychotic
E‘UMMI&F&“EM“&IMT
i to coman the influenee of medicarion or have
miore i exchision criiena in the sample siudied.
Despije scarce infommbon on this maiter, some

studies nmed maAliMA bevels of patiemss with 52
Li et al, hai pateenis with 52 exhibit lower
m.rJ':h‘:'-l.I;J-I.-'cls blood samples than those of con-

resides im s predisposi I:ht ’4&:
liofc, CApaciLy 10 MEger
spopansis (Figure 1). b is
these studies were focused
mil¥4A copy mambers, bui
cogmitive symgeoms. 'With regard I:@mhlhﬂ af
plosma cf-mil¥dA with 52, ihere = gm

"

than addresses this relation. Kageyama et al {2013] ssadied
& populotion of 109 mdividuaks with majer depressive
disorders (MY and also evaluaied daia from 28 patenis
with hipoler disorder, 1T with 82, mnd 2% sehjecs 2=
healthy controls in oeder 10 explore whether cf-mtiy
levels are linked 1o inflanmarory processes with the pur-
pose 1o suggest them as biomarkers of mood disorders”
Dierived from dhis imvestigation, they fommd that ci-milida
levels im blood plasma exhibit & nomingd positive cormels-
tion with (MACSF, IL-2, and 1L-4 cyiokines in pailenis
with MO0k, bt o satistical essociation was peoposad for
SZ. Im spite of the previous evidence, there is no research
i nddress in & direct way the associaiion between ciroalai-
ing cl-nulA and cognitve impainment in 52, Therefore,
the findimgs derived from the present proicool could pro-
vide valushle imlformation 1o get o beter endersianding of
the progress and remtmen of the schicophrenic disorder.

On the other hand, & prodromal phase for 57 has been
described. 1 entails de deterioniion of cognitive function
and precedes an emerging psychotic episcde.™ Thus, imer-
ventors dunng this phase have been suggesied m siraiegies

Figers | Miocharisl DR rols i e sahopamdin f copfties SpruiTon in ERIGpeL

Abbieibias mlr A medbondril DA ATR edinddie Diphoipbati: POS Mt oo b diedes DOHF dimoe s ied PRE, aiem

TR il G

O

<

TR
[T

Hm:bi-.l-di-l ‘I‘.’:E
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Do

Garcis-de b Crur ool

#o reduce the msition o psycheosis.® Despite the emerging
information im the knst decades show cognitive dysfime ton
dn 52, ihere is no consensus for om adeqeoie wesiment
ence, more siudies in different populstions are needed o
nlhnﬂnﬂhﬁnfmmuﬂmnﬂ

C diagnosis for 52 i based on the daration and
Jrl-uu}'/" | sympioms, mainly when patens mom-

o s proinool seedy is 10 measure the
cognilive in quanify cf-amDiba levels in blood

phmufﬂimp@mu im a Mexican populstion

Conclusion
Circularing EE—E.DH.I'I. SeTVE @5 & poleniial

iomarker 1o delemuine ive sialus of patienis
with 5. Thus, the measre COgNEive SYmEinms

in early phases of the disease the detenminaion
af clfamDkA levels in blood may provide fhe
possibility oo preves the worssning inve functions,
which in tum ongmates ’ ial deficiis.
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ii® and apoptosis observed in some i disorders. As 2
g%, an increase in croulating coll-free mtDNA fragments can

:‘T' dticduals with SZ Moreover, due to the bacterial erigin of mito-
HDNA g bloudphsma induce infammatory and imsmunogenic
driat o e s 2 in ihc disease conditions. However, the exact
Apoptoun l bblnodwuuunotymdcxmurhm.(henmsd
Inflenmeen g ion of mIDNA ic variations nfg:ysqmbhgx
mechanisms of SZ, 3nd to determine the stz disease and the possible ensuing changes over time

by using crculating cell-free mtONA fra somarker
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P

1. Intreduction is four times greater than mdividual with only one parent

Schizophrenia (SZ) is a chwonic and complex mental disorder
that affects 1% of the worldwide population (Xaskie et al, 2017)
Evidence suggest that males have 20%730% higher risk of devel-
oping 5Z than women, and the onset age is between 13 and 24 years
in both genders (Moreno-Xustner et al, 2014). The greatest risk
factor for developing SZ is having 2 first-degree relative with the
disease {Sullivan. 20051 furthermore, the risk for SZ in an indi-
viiual whose both parents had been hospitalized due to SZ issues,
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hospitalized doe to SZ issues siman et al. 2000). SZ is char-
actenized by the presence of , or both types of
symptoms. Positive symptoms mdude ul:innnnx delusions,
and thought disorders. Negative mupnse social wnth-

drawal self-neglect. loss of motivab)
blunting, and paucity of speech [van K
over, it is estimated that more than af
manifest cognitive impairment. particula o
and executive functions {Seximan and Mirs
that negative symptoms and cognitive impai
childhood ar early adolescence and may preced
episode. In this regard, any cognitive impairment i

the disease is characterized as an abnormality in al

O

.

e appear since

pychotic
ses of
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£ Seaver Mewler ot sl / Pesgrons an Bagipens snd Molecaler Rology 123 (2000 38 &1 o
and 'in n&h’mﬁrt::'hﬁ: accumulate th life, .nldnglherhdnc«!mhmm
most these & dunng et 3l 2007; Sequeira et 3L 2013) ARernatively,
poychotc studies have repocted that approw- ﬁmmn;mm&wmmdbm
mately with schizophrenia do not achieve afull  be 2 carrier of variants inherited from maothers with 52
m% 13.9% remission rate {Charlwn et 2l 2018) {tichikawa et ol \Jl’ Verge ot 3l 2012)

Thus, unpuﬁtmxmumamgaqun Other that a or altesed
m the gqualty of these indivaduals and are assocated with  expeession nanMsn;bm non-coding RNA mole-
ah)imnedmahnmalm and the

wese life prognos Wmd al, 2013}

et al, ma;nummmm
fanction kdmamchAnumm
@ezqgﬁgmﬂmmﬂmd m

(Ceyer and Vollemweicer, 2008) Likewsse, serctonin

HT1A inhibits action of GABA mewrons, which dis
Mglmmnmwmkdqmmm
nessoms | Sunmeyosts et al, w3} *
 of SZ is complex and 3 well-

disorders where alterations &= function,
sire and dessity of mitockondria are present. can be
with depiction of ademosine triphosphase (ATP)
enhancement of reactive oxygen speces (ROS), cytochrome C
redease, and [Charg et al. 2014; Rezin et 2l
2009; Wa et al, 2019} tructural studies of sutopsied ante-
rior Bmbic cortex, caudate nucleus and prefrontal cortex: from
schiznphrenic patients. show deformities and reduction in volume
of mitochondrial of (Uranova et 3l 2001)
Moreover, it has been shown that akerations of platelet mito-
chondrial complex activity are cocrelated to the of positive
sympoms in SZ (Dror e al, 002}, Samilarly, 3*
study exivbited a reduction of
:ﬁw“m-mﬁm and hasal k3 of o-
MMQ Volz et 3l 2000} In these sense, m
mnalmdynl bain -::r:;luﬁud
tmsue in cor-
tex, temporal supenior gyres, o yur andulggdahmn-
daviduals with SZ (Furur et al, ml).um geaetic
variants may deectly underic impared mitochondral fanction in
SZ{Roliins et 2l 200%; Ueno et al, 200%; Vergr et 2l 2071 ) Several
studies have suggested thit mtDNA somatic varasts could

pathogemesis of SZ (Sun aod Shi, 2015} Moreover. epigenetic
mechanisms such as DNA and

mmainhhkdlmpomh&mdmlnim deficts in SZ
(Pries et & 2017; Shorter and Miller, \Jljlhmmu

also be part of the stiology of thes disease (Dave ot 2l 2003; Napar
et al, 2017}

31 Mitechondrial dysfunction and mtDNA zenetic variants in
schizophrenia

electron is used by the ATP synthase {complex V) to produce ATP. In
addtinu-u:ntn hdhacdhﬂxp;::taa
admn(dlhmm&sappu&mmldeahd

e she regulation of reactive oxygen species (Lam and Mokeages, 2018;
1 G H*Q'uo and Morass, 201%; Rezin ot al. 2009) ledldlsu possess

e mmmmmm-mm

j DT and 2 ATP synthase subunits (complex V)
Owly complex Il ag enzymes are encoded in the saclear DNA
(um\ldm into the métachondria (USouza and
Minczuk, 2018; Fama and Otsw, 2018; Thuratrgah et al,

mlslrmDNAn genome, that &, # is sus-
mb&um accumulation of mtDNA mole-

with genetac maltiple factors. viz: 1) although
mIONA is and TFAM proteins, mtDNA
is not as tightly packed a5 reason. miDNA sensitive
e mncreases by external s and ROS: 2)
m replication speed allows a-
tion of mcorrect sucleotides denng jom: 3) mtONA has 3
higher replication rate; therefore, ig mechanism (base-

excsion repair (BER)) s overwhelmed g
variants is mcreased [PMnto and Moraef
v-hnulnmmMmhdtnm aif

' concentrabions and
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d from g a meNA, mpachondris dyinctaon ad

meDNA 1ok may b for e of grreme variane: @ oelNA & dox 1o madiiple lacrare: damage by

2! rewe of ch BER: bune wncinion repal | doe to a pher replicasion rate of seDNA. B
Thew § lead the wywt by ol dy COOTa0rs wyutem bl wih AP depie axxd ROS s
nduce | cheath et easkoyg o d with darruge ). D) Thene -v d Sy
PP (pattem revopeition recepian) caed in e L of uptis ceth keadngts thw A0 R4 andd COX-2.5) TN jotas t PAS secoptars in
mstechondieid memdirase cauing the arhation of Del which tapehe:r with BDS collsborate in e roces © thurogh the anlTP | + ! pw 1=

with the s of

e )

(Bid, Bad and Bax) promote the opening of mitochondrial perme-
ability transition pores (mtPTP) releasing cytochrome € which
binds 10 protease activating factoe-1 {Apaf-1) to favar the activation
of caspases (caspase 9, caspase 1, and caspase 3) responsible for
apoptosis (Patrushev ot al.. 2004; Springer et al.. 2018; Zhang et al.
2017) (Fig. 1B).

It is known that through mtPTP opening, cellular degeneration
and apoptosis release molecular patterns assocated with damage
(DAMP; ROS, cell-free mtDNA fragments, cardiolipins, N-fornwyt
peptides, among others) (Fig. 1C). DAMP can be detected by a group
of pattern recognition receptors (PRRs) located in the membeane of
mnate immunity cells such as neutrophils, macrophages and other
phagocytic cells. DAMP-PRR interaction triggers 3 wide range of
infummatory responses, including the activation and migration of
neutrophals, activation of inflammasomes (TLRS, NLRF3, etc. ), and
activation of NF-xB, MAPK and IRF, which modulate inflammatary
gene expeession (TNF-x, IL- 16, 1L-6, andd COX-2) linked to apoptosis
(Angajala et al, 2018; Fermandes of 2k, 2014; West, 2017 ){Pg. 1D}
TNF-2 contributes to apoptotic pathways by FAS cell death receptor
activation, resulting in caspase 8 activation; this enzyme can cause
the activation of caspase 3 and Bid {2 pro-apoptotic protein), which

¥ 0.1 and 1, o prarmocte apogios

along with Bax, Dite to mtPTP opening | Suares Mendes of al
2018) (Fig. 1B} 1, cell-free mtDNA could increase in plasma
as the SZ progresses and late with immurologic responses and
inflammation as other diseases such as cancer,

depression, trauma, an r's (Angajala et al, 2013; Chen
et al. 2018; Hockstra et 2 O; Undgvist et al. 2015; Lubkin
et al, 2015). In ths sense, (present in all copies of
the mtDNA gemome) and ﬁmwm in a fraction of
mtDONA molecules) variants reported in mMIDNA of in-
dividuals with schizophrenia (8emo, 201 ; Kchikawa et al
2002; Martocell ot al, 2000). The péy 1 mli3sA > C

olm—cvlgeuezndmxﬂm: .
found in Han Chinese Gamilies with

inheritance pattern of SZ (#i et al. 20000 . man-
synonymous homoplasmic genetic variants(l4g > € of NDG
gene, 3073A > G of ND2 gene and 16178T > G &{D-lgop gene were

cbserved in pest-mortem brain samples of humag®'who had SZ. in
addition, the non- heteroplasmic “gepes i
163197 > C of D-loop gene was identified (Sequeir
Similarly, mon-synonymous homoplismic ge

(MEB43T > C. mBS2C > A, and m.8345T > C of the MT-ATP0 gene )
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i Spats fizupesn ma PMertpberal Bood MIANRT MO AxC SyrceTyras
MENDIL bl ) CeT SyxvyEau
MT-NI2 4% CeT SyEzTyREa
® MIcm e CxA 335
é MT-ATTE NSN3 CrA Qy it
v ot ol | 2000 Asarn MY Peripheral Blood MINDI T2 T>C Pre 35Leu
MIATRE WS4 T+C Bel06TH
. MI-ATPE W02 CrA Al 12T
/ MIATRE W43 T>C Mer 10T
MTLD3 w4 AxC A1 5
shibemms w1 ol (30121  jepes @ S R Poghend Bood MTATPG TR [ 4 Syxorpeanss
[LATET MEATRG  sEE) T>C Ser | 190
MI-ATRG MGy (£% 7 Thrddter
MEATRE 917 T>C Be2AT
MIom: mn C>A AlaT4ETNy
wossdnd 1011 USA North | $°3 Mr-Nm @ AsC Thr 118Ak
MT-ATPE 0033 CaA Aal 77T
‘/ MINDS  Ja2m AsC Sev | S2AL
MINIZ W7y AsC Be202Val
MI-D-kecp 1172 T+GC SynoapEmaas
i al |I01N Chea  Adam Q« Pertptural Bood uTOm 133 AL LI TG
= MIATRE  m AsG Aanriiap
MI-ATF® W23 T>C Ve 100TH
and : variamts (mUI227C > A RNRIL,  SZ A study an association between cell-free mtDNA and
mM>thT-TWMnBﬂlG>AdMT e Inflammation in individuals with major depressive disorders, bi-

and ATP syntha
dﬂalllnT.:lm 1 an

4 Cell-free mtDNA frapments and schizophrenia
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