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Abstract

PET and postmortem studies indicate that at least a group
of schizophrenic patients have increased density fo Dz dopa-
minergic receptors at a central level. Recently, Bondy et al. (3)
reported that this increase could also be observed in the
lymphocites of patients and that this could be a marker of vul-
nerability, that is, a characteristic inherited together with the
tendency to suffer this illness. If confirmed, this would cons-
titute a significant advance in the study of such a devastating
disorder.

However there is a controversy about the existence of
dopaminergic sites in lymphocites since dopaminergic bin-
ding to these cells could not be reproduced by other authors
(12). Therefore in this report we study the 3H-spiperone bin-
ding to lymphocytes from schizophrenic patients and healthy
volunteers.

Subjects

Six healthy volunteers without personal or familiar history
of mental illness, evaluated by means of an unstructured
interview; 9 patients who met the DSM-IHi-R schizophrenia
diagnostic criteria, in two independent interviews, according
to independent investigators, and 19 patients'first-degree
relatives. From 60 ml. blood samples, lymphocytes were
purified according to Bondy's method, and a radioreceptor
assay was carried out in order to quantify B max and Ky, with
3H-spiperone in concentrations from 0.04 to 0.4 nM. The
non specific binding is determined by adding 10 uM halope-
ridol, according to Richelson’s technique. Parameters are cal-
culated by the LIGAND program. Our preliminary results sug-
gest that patients with schizophrenia were different when
compared to the healthy volunteers, but similar to the group
of family members. This difference was present only in the
variability but not in the mean value.

Resumen

Los estudios con tomografia por emision de positrones y
los estudios postmortem indican que por lo menos un grupo
de pacientes esquizofrénicos experimentan un aumento en la
densidad de los receptores para la dopamina (tipo D2) a nivel
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central. Recientemente Bondy y cols. (3) informaron que este
incremento también podria observarse en los linfocitos de
estos pacientes y que, ademas, pudiera ser un marcador de
vulnerabilidad, es decir, una caracteristica que se hereda
junto con la propensién a padecer la enfermedad. Es evidente
que, de ser esto cierto, constituiria un hallazgos trascedental
en el estudio de tan devastaddora enfermedad. Sin embargo,
la evidencia sobre los sitios de unién dopaminérgicos en los
linfocitos es muy controvertida ya que algunos autores {12)
no han podido demostrar la unién especifica de ligandos
dopaminérgicos en estas células, por lo que en este trabajo
estudiamos la union de 3H-espiperona en linfocitos de
pacientes esquizofrénicos y en voluntarios sanos.

Sujetos

Seis voluntarios sanos, sin historia personal ni familiar de
enfermedad mental, evaluados mediante una entrevista no
estructurada; nueve pacientes que en dos entrevistas satisfi-
cieron los criterios diagnoésticos de esquizofrenia del DSM-
I11-R, segun evaluadores independientes, y 19 familiares de
los pacientes.

De una muestra sanguinea de 60 ml. se extrajeron los lin-
focitos segun el método de Bondy, y se llevé a cabo un
ensayo de radiorreceptor para determinar la Bméax y la Kp con
3H-espiperona, en concentraciones que iban de 0.04 a 0.4
nM. La union no especifica se determind mediante la adicién
de haloperidol 10 yM segun la técnica descrita por Richelson.
Los pardmetros se calcularon con el programa LIGAND.
Nuestros resultados preliminares sugieren que los pacientes
con esquizofrenia son diferentes de los sujetos control y simi-
lares al grupo de padres y hermanos. Esta diferencia se pre-
senta Unicamente en la variabilidad pero no en la tendencia
central.

La enfermedad denominada esquizofrenia contintia
siendo hoy en dia una entidad tan controvertida como
lo fue hace varias décadas en cuanto a sus etiologia y
diagnéstico. La esquizofrenia tiene una incidencia de
cerca de 0.05% y una prevalencia de cerca del 1% de
la poblacién, tanto entre los hombres como entre las
mujeres. Actualmente contamos con varias hipétesis
etiopatogénicas para explicar la esquizofrenia. La més
adecuada parece ser la que postula que se debe a una
alteracién en los sistemas dopaminérgicos de neuro-
transmisién y principalmente en el drea mesolimbica y
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mesocortical del sistema nervioso central (4). La hipo-
tesis dopaminérgica de la esquizofrenia sugiere que
hay un exceso de funcién dopaminérgica en el sistema
nervioso central, para lo cual se basa fundamental-
mente en dos evidencias: Primera: Se encuentra bien
documentado que tanto las anfetaminas como otras
drogas liberadoras de dopamina, son capaces de indu-
cir estados psicéticos paranoides, semejantes a los
observados en la esquizofrenia paranoide (1, 6). La
segunda evidencia en favor de la hipétesis dopaminér-
gica es que los farmacos denominados neurolépticos
tienen la particularidad de bloquear el receptor dopa-
minérgico postsinaptico, desplazando los ligandos de
alta afinidad de los receptores dopaminérgicos (16), o
gue inhiben la actividad de la adenilciclasa estimulada
por la dopamina (13).

En 1979, Kebabian y Caine (8) describieron dos
tipos de receptores cerebrales sensibles a la dopa-
mina; D1y D2. Los receptores D1, se localizan en las
neuronas intrinsecas del estriado, estan relacionados
con la adenilciclasa y no se ligan a las butirofenonas
como el espiroperidol, es decir, son menos sensibles a
los farmacos neurolépticos. Los receptores D2 no
estan relacionados con la adenilciclasa, se ligan con
alta afinidad a las butirofenonas y se encuentran en las
neuronas intrinsecas del estriado, asi como en la glan-
dula pineal. Estos dltimos, por ser sensibles a los neu-
rolépticos, son los que estan involucrados en la accién
de las drogas psicomotoras. Los receptores Ds, recien-
temente descubiertos, son relativamente insensibles a
los neurolépticos y parecen estar involucrados en la
autorregulacion de las neuronas dopaminérgicas (8).
La mayoria de los neurolépticos tienen cierta actividad
sobre los receptores dopaminérgicos D1 y Dz en grado
variable. Owen (15) informd haber observado un
aumento significativo de unién a los receptores Dz en
el nicleo caudado, en el putamen y en el nacleo acum-
bens del espiroperidol y haloperidol, en los cerebros
de los cadaveres de los pacientes que habian recibido
el diagnéstico de esquizofrenia. Al estudiar los recep-
tores dopaminérgicos en los cerebros de los cadaveres
de los pacientes que tuvieron esquizofrenia, que no
habian recibido tratamiento por lo menos durante ei
afio anterior a su muerte, y utilizando la técnica de flu-
pentixol tritiado, este mismo autor (15) observd un
aumento significativo de la densidad de los receptores
D2, comparado con los de los voluntarios sanos. Poste-
riormente estos hallazgos fueron confirmados por
Semann y cols. (17) en una muestra de 57 cerebros
de los cadaveres de pacientes esquizofrénicos. Este
autor describe un aumento bimodal de la densidad de
los receptores dopaminérgicos D2. Es decir, hay un
grupo de esquizofrénicos en los que aumenta discre-
tamente, y otro en los que aumenta considerable-
mente la densidad de los receptores D2, comparada
con el grupo control. Como los neurolépticos en gene-
ral muestran poca accidn terapéutica sobre los llama-
dos sintomas negativos de la esquizofrenia (retrai-
miento social, aplanamiento afectivo, etc.), se ha pen-
sado en dos diferentes tipos de enfermedad (! y Il). La
hipdtesis dopaminérgica puede estar relacionada con
el tipo 1, es decir, con los sintomas positivos de la
enfermedad, asociados a un estado de hipersensibili-

2

dad dopaminérgica que responden al tratamiento con
neurolépticos (5).

Le Fur, Phan y Uzan, A. (9) describieron hace unos
afios que habia una gran afinidad de unién de la 2H-
espiperona a los linfocitos en los seres humanos. Pos-
teriormente, el mismo Le Fur y colaboradores (10}
reportaron una disminucion de union de la *H-espipe-
rona en los linfocitos de los pacientes con enfermedad
de Parkinson. Este hecho tiene una importancia poten-
cial, ya que se puede contar con un posible indice per-
iférico de receptores dopaminérgicos del SNC, aunque
Maloteaux y colaboradores (12) no pudieron confir-
mar la presencia de receptores dopaminérgicos y mus-
carinicos en los linfocitos. Bondy y cols. (3) supusie-
ron que los elementos celulares sanguineos, como los
linfocitos, son modelos accesibles y faciles de analizar,
para investigar las funciones de los receptores en el
sistema nervioso central. Llevaron a cabo ensayos
clinicos con ligandos marcados radioactivamente en
plaquetas, linfocitos y granulocitos para estudiar los
pardmetros de unién (binding). También utilizaron la
3H-espiperona para determinar los sitios de unién de
los receptores en los linfocitos. En cuanto a la capaci-
dad de unién maxima, en los esquizofrénicos agudos
gue no habian sido tratados, hubo un incremento sig-
nificativo en la unién de la espiperona a los linfocitos,
comparados con el grupo de controles normales. Este
aumento de sitios de unién permanecié en un nivel
constante durante el periodo de remisién sin medica-
mentos, sugiriendo que se trata de una variable inde-
pendiente de ese estado. Con excepcion de una
familia, en todas las demas, cuando menos uno de los
padres de los pacientes esquizofrénicos, sin sintuma-
tologia esquizofrénica, y a los cuales también se les
tomé una muestra sanguinea, tuvo un incremento sig-
nificativo en la densidad de los sitios de unién para la
espiperona. Todos estos datos hablan en favor de un
posible marcador de rasgo para la esquizofrenia,
determinado genéticamente, que revela menos la
presencia de la enfermedad que la predisposicién o la
vulnerabilidad a contraerla (7).

En un estudio reciente de Wong y cols. (19) se
empled la tomografia por emision de positrones (PET)
para cuantificar in vivo la densidad de los receptores
dopaminérgicos Dz en dos grupos de pacientes con
esquizofrenia (uno que nunca habia recibido medica-
cion neuroléptica y otro que habia recibido tratamiento
con neurolépticos), comparados con un grupo control
de voluntarios sanos (sin historia de padecimientos
psiquiatricos o neuroldgicos). Para ello utilizaron la 2H-
espiperona marcada como radioligando. Los autores
encontraron que la cantidad de dopaminérgicos Dz
habia aumentado significativamente en ambos grupos
de pacientes con esquizofrenia {(medicados y no medi-
cados), comparados con los sujetos normales. El
hallazgo de que los receptores dopaminérgicos
aumentan en los pacientes con esquizofrenia, nos
lleva a pensar en la posibilidad de que los receptores
dopaminérgicos estén involucrados en el proceso de la
enfermedad esquizofrénica.

Wong y cols. (19) sugieren que se cuantifique la
densidad de los receptores dopaminérgicos en otros
tipos de psicosis, como los trastornos afectivos, antes



de poder afirmar que estas anormalidades en los

receptores dopaminérgicos son especificas de la

esquizofrenia. Los principales objetivos de la investi-
gacién son:

1. Determinar si hay diferencias en la densidad de los
sitios de unién para neurolépticos en un grupo de
pacientes con esquizofrenia paranoide, que nunca
habian recibido medicamentos, y en otros que si los
habian recibido, en comparacion con un grupo de
sujetos voluntarios sanos.

2. Determinar si entre los familiares de primer grado
de los pacientes esquizofrénicos hay individuos con
una elevada densidad de sitios de unioén para neuro-
Iépticos en los linfocitos . En caso de que lo anterior
sea especifico de la esquizofrenia, se puede sospe-
char que hay un posible marcador bioldgico, ya sea
de rasgos o de estado.

Método
Sujetos

En la tabla 1 se muestra el nimero de sujetos estu-
diados, su edad y su diagnéstico. En esta fase inicial
de la investigacion, se seleccionaron cuatro sujetos
con esquizofrenia paranoide, de 30 £ 13 afios como
edad promedio, que nunca habian recibido medica-
mentos neurolépticos, ast como 5 sujetos con el diag-
nostico de esquizofrenia paranoide, de 33 = 3 afios
como edad promedio, que estaban bajo tratamiento o
habian recibido farmacos neurolépticos. También se
incluy6é un total de 19 familiares de primer grado (9
padres y 10 hermanos), que no presentaban ninguna
manifestacion de esquizofrenia, de los dos grupos de
pacientes esquizofrénicos. El grupo control estuvo
constituido por seis voluntarios sanos que no habfan
recibido medicamentos y que nunca habfan padecido
ninguna enfermedad psiquiatrica. La entrevista diag-
néstica de tipo no estructurado la hicieron un entrevis-
tador y un observador. Solamente se incluyeron aque-
llos casos en los que ambos evaluadores estaban de

TABLA 1
Poblacién estudiada y edades
Numero Poblacion Edad
de casos
4 Esquizofrénicos para- 20 - 49 afios

noides que no hanreci- | media30 D.S. 13.1
bido medicamentos

5 Esquizofrénicos para- 20 - 37 aios
noides que reciben medi-|media 33.4 D.S. 3.2
camentos

9 Padres 49 - 67 afos

media 58.9 D.S. 5.8
10 Hermanos 18 - 36 afios

media 27.6 D.S. 6.2
6 Controles 20 - 29 afios

media 26.3 D.S. 4.8

acuerdo en que el paciente satisfacia los criterios diag-
nosticos del DSM-III-R (2} asi como los del Criterio
Diagnéstico de [nvestigacion (RDC), de Spitzer (18).
En la misma entrevista se les aplicé la escala de BPR
{14) a los pacientes con esquizofrenia que habian sido
aceptados en el estudio. A los sujetos aceptados en el
el estudio se les tomd en ayunas una muestra de sai-
gre venosa.

Materiales y método de laboratorio

Materiales. La 3H-espiperona (40-70 Ci/mMole)
se obtuvo de Amersham; el Ficoll-Hypaque vy los reac-
tivos, de Sigma Chemical Co., y los filtros de fibra de
vidrio, de Whatmann.

Meétodo. Las fibras de muestra se obtuvieron de los
pacientes y voluntarios sanos, en ayunas, entre ias
8:00 y las 10:00 a.m. Se emplearon 60 ml. de sangre
venosa heparinizada {0.6 m! de heparina 160 ml de
sangre) que se diluyeron 1:1 con una solucién amorti-
guadora de fosfatos (PBS) que contenia NaCl 130
mM, NazHPQ4 26.7 mM, y KH2PO4 0.4 mM. Los linfo-
citos se aislaron por centrifugacién, en gradientes de
Ficoll-Hypaque a 1500 r.p.m., durante 20 minutos.
Las células se lavaron tres veces con PBS-GS, se con-
taron en una cdmara de Neubauer y se verificé la viabi-
lidad con el método de exclusién de azul de tripano. El
ensayo de union ligando-receptor se llevd a cabo con
los linfocitos intactos. Se incubaron 108 células con
3H-espiperona en un rango de concentraciones de
0.04 a 0.4 nM, durante una hora, en una solucién
amortiguadora de fosfatos (MgClz) 0.983 mM, KCL
5.2 mM, sacarosa, 87.64 mM, NaCl, 110 mM,
NazHPQOas 2 mM, CaClz 1.8 mM y glucosa 41.60 mM).
La union no especifica se determind en presencia de
10 mM de haloperidol. Al final del tiempo de incuba-
cion, los linfocitos se homogeneizaron durante 15
segundos en un tissumizer de Tekman. Inmediata-
mente después los homogenados se filtraron a través
de filtros de fibra de vidrio GF/B, en un cosechador
automatico Brandel. Los filtros se lavaron 5 veces con
una solucién amortiguadora de fosfatos 1 NM pH 7.4,
se secaron perfectamente y se contaron en 10 ml de
liquido de centelleo, en un contador LS 7800 de Beck-
man.

Resultados

La tabla 2 muestra los valores de la media, la desvia-
cion esténdar y los valores maximo y minimo de cada
uno de los grupos. Estos valores corresponden tanto al
Bmax. como al K. El grupo de pacientes se integré
con 9 enfermos, 5 de los cuales recibian medicamen-
tos y eran cronicos, y 4 no habian recibido medica-
mentos. El grupo que habia recibido medicamentos
obtuvo una media de Bmax. igual a 46.4 f mol/10®
cels., y media de Ky igual a 0.048 nM. Las desviacio-
nes estandar de este grupo fueron de 28.7 en el Bmax
y de 0.015 en el K. El grupo que recibia medicamen-
tos obtuvo medias de Bmax. y Ky de 32.7 y 0.098,
respectivamente, y desviaciones estandar de 21.5 en
Bmax y de 0.051 en K. El total de pacientes obtuvo
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TABLA 2
Valores de media y desviacion estandar
de Bmax y Kp

Grupo Num. Bmax Kp

No recibe medicamentos 4 X |46.4 |0.048

S | 287 [0.015
Max | 73.0 { 0.066
Min | 11.8 | 0.030

Recibe medicamentos 5 | X |327 |0.098
S 21.5 | 0.051
Max | 66.0 | 0.177
Min | 13.5 | 0.038

Total de pacientes 9 X 38.8 | 0.076

S 244 | 0.046
Max | 73.0 | 0.177
Min | 11.8 | 0.030

Padres 9 X 29.4 { 0.107
S | 20.1 | 0.066
Maéx | 79.0 | 0.233
Min | 12.4 | 0.0135

Hermanos 10 X 229 10.126

S 6.5 | 0.158
Max | 34.6 | 0.553
Min | 14.3 | 0.009

Controles 6 X 18.8 | 0.059

S 2.3 | 0.051
Max | 21.9 | 0.163
Min | 16.3 | 0.016

una media de 38.8 en el Bmax, y una media de 0.076
en el Ky, asi como desviaciones de 24.4 y 0.046, res-
pectivamente. E! grupo de familiares se formé con 4
de los padres y 5 de las madres de los sujetos; la
media del Bmax. de este grupo alcanzé el valor de
29.4, con desviacion de 20.1, y en el K se obtuvo una
media de 0.107, con desviacion de 0.066. Otro de los
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FIGURA 1. Uni6on de la 3H-espiperona a linfocitos en
esquizofrénicos, familiares de primer grado y voluntarios
sanos. Valores de Bméx y Kp

grupos se formé con 10 hermanos de los pacientes,
que obtuvieron medias de Bmax. y de Ky de 22.9 y
0.1286, con desviaciones de 6.5 y 0.159, respectiva-
mente. El grupo control estuvo formado por 6 sujetos
sanos que obtuvieron una media de Bmax. igual a
18.8 f mol/ 1068 cels., con desviacion estandar de 2.3,
y los valores de la media de K fueron de 0.059 nM
con desviacion de 0.051. En la figura 1 se presentan
los valores de Bmax y de K de los diferentes grupos
estudiados.

Al observar que habia grandes diferencias en la des-
viacion estandar (24.4 en el grupo de pacientes contra
2.3 en el grupo control) se decidié hacer una prueba
de homogeneidad de varianza, escogiéndose para este
propdsito la prueba de Bartlett, con la que se obtuvie-
ron diferencias muy significativas (X2(4)=25.91;

Resumen de los contrastes estadisticos
de los diferentes grupos estudiados

Contraste Variable Prueba Conclusion
Pacientes que no reciben medi-
mentos Bmax U(4,6)=6; NS.
vs U de Mann-Whitney
Controles Ko U(4,6)=10; N.S.
Pacientes que reciben medi-
camentos Bmax U(5,6)=9.5; N.S.
vs U de Mann-Whitney
Controles Ko U(s.6)= 8 NS.
Pacientes
vs Bmax H=X2(2)=3.22; N.S.
Padres H de Kruskal-Wallis .
vs Kp H=X2(2)=3.25; N.S.
Controles
Pacientes
vs Brmax H=X2(2)=2.78; N.S.
Herr\\;\:nos K H de Kruskal-Wallis H=x(2]=0.08; NS,
Controles

N.S. = no significativo



p < 0.001). Por ello se rechazé la hipotesis de que las
varianzas son iguales entre los grupos y se prosigui6
con el analisis estadistico, utilizando una estadistica
no paramétrica. Ninguna de las comparaciones entre
los grupos (tabla 3) resulto significativa ni en las com-
paraciones de Bmax. ni en las de Ky. Las comparacio-
nes que se calcularon usando la prueba U de Mann
Whitney son: a) pacientes no medicados vs. controles;
b} pacientes medicados vs. controles; c) pacientes vs.
padres vs. controles, y d) pacientes vs. hermanos vs.
controles. Las pruebas se procesaron usando el anéli-
sis de varianza de Kruskall-Wallis.

Discusion

La utilizacion de marcadores periféricos como indi-
cadores del estado funcional del sistema nervioso cen-
tral no es desacertado si se consideran algunos
conceptos modernos de la biologia molecular. El conte-
nido genético de un arganismo es el mismo en ia totali-
dad de las células que lo constituyen. La diferencia-
cién de cada uno de los tejidos se lleva a cabo por una

expresion diferencial de genes. Por lo tanto, si se pos-
tula que en algunas enfermedades mentales existen
alteraciones en los receptores dopaminérgicos a nivel
central, posiblemente debidas a defectos en la expre-
sién genética, es probable que estas mismas alteracio-
nes sucedan en las células periféricas. Los primeros
resultados que hemos encontrado nos permiten inferir
gue el grupo de pacientes con esquizofrenia es dife-
rente de las muestras de los sujetos control, y similar
al grupo de padres y hermanos. Esta diferencia se pre-
senta Gnicamente en la variabilidad y no en la tenden-
cia central, es decir, no difieren en su media. El hecho
de que difieran en la varianza significa que tanto algu-
nos pacientes con esquizofrenia, como sus familiares,
presentan valores extremos de la variable medida.
Esto indica que son grupos muy heterogéneos, por o
cual serd necesario aumentar el nimero de la muestra
para poder determinar de qué variables dependen
estas diferencias.

Agradecemos al Ing. José Cortés, la asesoria estadistica
que nos brindd.
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