adicciones vol.30, n°2 - 2018

Relacion entre el polimorfismo rs1414334 C/G del gen HTR2C
y tabaquismo en pacientes tratados con antipsicéticos atipicos

Relationship between the rs1414334 C/G
polymorphism in the HTR2C gene and smoking in
patients treated with atypical antipsychotics

Jost Maria Rico-Gomis*, ANTONIO PALAZON-BRU**, IRENE TRIANO-GARCIA*#*, Luls FABIAN
MAHECHA-GARCIA*, ANA GARCIA-MONSALVE***  ANDRES NAVARRO-RU1Z*** BERTA VILLAGORDO-
PENALVER*, ALICIA MARTINEZ-HORTELANO®*, VICENTE FRANCISCO GIL-GUILLEN**,

* Unidad de Psiquiatria, Hospital General Universitario de Elche, Elche, Alicante, Espana. ** Departamento de Medicina

Clinica, Universidad Miguel Hernandez, San Juan de Alicante, Alicante, Espana. *** Servicio de Farmacia, Hospital General

Universitario de Elche, Elche, Alicante, Espana.

Resumen

Abstract

En pacientes psiquidtricos, otros autores han encontrado una
asociacion entre el alelo C del polimorfismo rs1414334 del gen
HTR2C y el sindrome metabélico. Ninguno de ellos ha valorado
si este alelo se asocia con el consumo de tabaco, por lo que se
decidi6 realizar un estudio en una regién espanola valorando esta
cuestién. Estudio observacional transversal de una muestra de
166 pacientes adultos tratados con antipsicéticos atipicos en 2012-
2013. Variable principal: presencia del alelo C del polimorfismo
rs1414334 del gen HTR2C. Variables secundarias: nimero de anos-
paquete (numero de cigarrillos al dia x nimero de anos fumando
+ 20), edad, sexo, esquizofrenia, anos diagnosticados del trastorno,
criterios de sindrome metabélico y SCORE. Se construyé un modelo
de regresion logistica binaria por pasos para determinar asociaciones
entre la variable principal y las variables secundarias del estudio y se
calcul6 su drea bajo la curva ROC (ABC). Del total de la muestra, 33
pacientes presentaron el alelo C del polimorfismo analizado (19,9%).
El consumo de tabaco medio fue de 11.6 paquetes-ano. El modelo
multivariante arrojo los siguientes factores asociados al polimorfismo:
mayor consumo tabaquico, ser mujer y no tener obesidad abdominal.
El ABC fue de 0,706. Se ha encontrado asociacién entre un mayor
consumo de tabaco a lo largo de los anos y la presencia del alelo C del
polimorfismo rs1414334 del gen HTR2C. Se necesitan trabajos que
corroboren nuestros resultados.

Palabras clave: Tabaquismo; Farmacogenética; Alelos; Psiquiatria.

An association has been found between the C allele of the rs1414334
polymorphism in the HTR2C gene and the metabolic syndrome in
psychiatric patients. However, no study has yet evaluated whether this
allele is associated with smoking. To assess this issue, therefore, we
performed a cross-sectional study with a sample of 166 adult patients
treated with atypical antipsychotics in 2012-2013 in a region of Spain.
The primary variable was the presence of the C allele of the rs1414334
polymorphism in the HTR2C gene. Secondary variables were the
number of pack-years (number of cigarettes per day x number of
smoking years + 20), age, gender, schizophrenia, years since diagnosis,
metabolic syndrome criteria and SCORE. A stepwise binary logistic
regression model was constructed to determine associations between
primary and secondary variables and their area under the ROC curve
(AUC) was calculated. Of the total sample, 33 patients (19.9%) had the
C allele of the polymorphism analyzed. Mean cigarette consumption
was 11.6 pack-years. The multivariate analysis showed the following
factors as associated with the polymorphism: higher cigarette
consumption, being a woman, and not having abdominal obesity. The
AUC was 0.706. An association was found between increased cigarette
consumption over the years and the presence of the C allele of the
rs1414334 polymorphism in the HTR2C gene.
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Relacion entre el polimorfismo rs1414334 C/G del gen HTR2C y tabaquismo en pacientes tratados con antipsicéticos atipicos

1 receptor HTR2C tiene diversas funciones, en-

tre ellas se encuentran la regulacién del apetito,

homeostasis de la glucosa y también se relaciona

con el uso de sustancias psicoactivas. Se ha rela-
cionado con patologias como el trastorno ciclotimico, el
suicidio o la eyaculacion precoz (The Weizmann Institute of
Science Crown Human Genome Centre, 2014).

En lo que se refiere a la literatura existente sobre el po-
limorfismo rs1414334 del gen HTR2C, ésta se centra en la
relacién de la presencia del alelo C de este polimorfismo
en pacientes psiquidtricos en tratamiento con antipsicoti-
cos y la posible relacién con la aparicién de sindrome me-
tabdlico, valorando tanto cada uno de los componentes de
dicho sindrome como el conjunto de las mismos. En los
resultados de estos trabajos generalmente se aprecia una
asociacion a favor entre el alelo C de este polimorfismo
y el sindrome metabdlico (Gregoor et al., 2010; Hoekstra
et al., 2010; Houston et al., 2012; Klemettila et al., 2015;
Ma et al., 2014; Mulder et al., 2007a; Mulder et al., 2007b;
Mulder et al., 2009; Rico-Gomis et al., 2016; Risselada et
al., 2012). En otras palabras, estos pacientes presentan un
mayor riesgo cardiovascular. Por otra parte, hemos de te-
ner en cuenta que existe otro factor de riesgo fundamen-
tal en el desarrollo de la patologia cardiovascular que no
se contempla en los criterios del sindrome metabélico, el
cual es el tabaquismo (Conroy et al., 2003; Wilson et al.,
1998). Ninguno de los estudios anteriores ha valorado si
los pacientes con este alelo tienen una asociacién con el
consumo de tabaco (Gregoor et al., 2010; Hoekstra et al.,
2010; Houston et al., 2012; Klemettila et al., 2015; Ma et al.,
2014; Mulder et al., 2007a; Mulder et al., 2007b; Mulder et
al., 2009; Rico-Gomis et al., 2016; Risselada et al., 2012).
Esta es una cuestion relevante, ya que en modelos animales
se ha observado como el receptor HTR2C modula la adic-
ci6én a la nicotina en ratones y por otra parte se ha deter-
minado que la estimulacién de los receptores HTR2C re-
duce la funcién de la dopamina a nivel mesolimbico (Guy
y Fletcher, 2014), disminuyendo los efectos estimulantes
de la nicotina (Fletcher, Lé y Higgins, 2008). Teniendo en
cuenta la falta de estudios (Gregoor et al., 2010; Hoekstra
et al., 2010; Houston et al., 2012; Klemettila et al., 2015;
Ma et al., 2014; Mulder et al., 2007a; Mulder et al., 2007b;
Mulder et al., 2009; Rico-Gomis et al., 2016; Risselada et
al,, 2012), la posible asociacion del tabaquismo con este re-
ceptor y que se ha encontrado dependencia al tabaco con
otros genes (Barrot, Sanchez, Abellana, Ortega y Gené,
2013; Fletcher et al., 2008; Guy y Fletcher, 2014; Saccone
etal., 2007; Verde et al., 2011; Walton, Johnstone, Munafo,
Neville y Griffiths, 2001), decidimos realizar un estudio va-
lorando la posible asociacion del consumo tabaquico con
el alelo C del polimorfismo rs1414334 del gen HTR2C en
pacientes psiquidtricos con antipsicoticos atipicos. Los re-
sultados aportardn evidencia cientifica sobre el consumo
de sustancias toxicas por parte de estos pacientesy serviran

para mejorar las directrices clinicas aplicables a patologias
duales. Por lo tanto, mejorara el éxito de los tratamientos
de cesacion tabaquica en esta poblacién (San et al., 2016).

Métodos

Consideraciones éticas

Todos los pacientes fueron debidamente informados y
rellenaron un formulario de consentimiento informado
antes de participar en este estudio. El Comité de Etica e
Investigacion del Hospital General Universitario de Elche
aprobo el estudio el 20 de noviembre de 2012. Todos los
procedimientos siguieron las normas de la Declaracion de
Helsinki revisadas en el 2004.

Poblacion estudiada

La poblacién estudiada estaba compuesta de pacientes
psiquiatricos tratados con antipsicoticos atipicos en el De-
partamento de Salud 20 (Hospital General Universitario
de Elche). Esta Unidad esta ubicada en la Comunidad Va-
lenciana, una regién Mediterranea en el sureste de Espa-
na de aproximadamente 5 millones de habitantes. En esta
Unidad, la cobertura sanitaria para pacientes psiquiatricos
es universal y gratuita.

Diseiio del estudio y participantes

Estudio observacional transversal de una muestra de to-
dos los pacientes adultos que acudieron a los servicios de
salud mental del Departamento de Salud 20 entre diciem-
bre de 2012 y junio de 2013, y que desearon participar en
el estudio voluntariamente. Como criterios de inclusion se
exigi6 que los pacientes tenian que estar diagnosticados
por su psiquiatra de al menos una de estas patologias: 1)
Esquizofrenia; 2) Trastorno esquizofreniforme; 3) Trastor-
no psicoafectivo; 4) Otros trastornos de tipo psicético; 5)
Trastorno bipolar que en su tratamiento llevara de forma
continuada medicaciéon antipsicética (American Psychia-
tric Association, 2000). Ademas, todos los pacientes tenian
que estar en tratamiento con antipsicoéticos atipicos (cloza-
pina, olanzapina, risperidona, quetiapina, aripiprazol, zi-
prasidona, amisulprida, asenapina y paliperidona) durante
al menos tres meses. Los pacientes que tomaban estos tipos
de medicamentos fueron seleccionados porque el receptor
HTR2C esta involucrado en su mecanismo de accion, y este
gen, a su vez, se asocia con el uso de sustancias psicoactivas
(The Weizmann Institute of Science Crown Human Geno-
me Centre, 2014).

Variables y medidas

La variable primaria del estudio fue la presencia del
alelo C en el polimorfismo rs1414334 del gen HTR2C. A
cada paciente seleccionado se le extrajo una muestra de
sangre venosa (tubo de EDTA). Se aisl6 ADN genémico
purificado de las muestras con capa leucocitaria, usando el
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sistema semiautomatico QIAcube (Qiagen, Hilden, Alema-
nia) segun las instrucciones del fabricante. Se us6 el ADN
extraido para la genotipificaciéon. El analisis del polimor-
fismo (rs1414334 C/G) se hizo mediante PCR en tiempo
real para discriminacién alélica (C_7455701_10, Applied
Biosystems, Madrid, Espana) con aparatos TagMan (Applied
Biosystems '7300) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/
SNP/snp_ref.cgirrs=1414334). Las variables secundarias
fueron: edad (anos), sexo, esquizofrenia (si/no), anos des-
de el diagnéstico del trastorno, nimero de paquetes-ano
(nmimero de cigarrillos al dia x nimero de anos fumando
+ 20), criterios de sindrome metabdlico (obesidad abdo-
minal, hipertrigliceridemia, hipertensién, HDL-c anormal
e insulinorresistencia) y SCORE (%) (Conroy et al., 2003;
Grundy et al., 2004). El diagnostico principal y su duracién,
edad y sexo se obtuvieron de los historiales médicos de los
pacientes. El nimero de cigarrillos y el tiempo que cada pa-
ciente habia sido fumador fueron obtenidos mediante en-
trevista personal. Los criterios de sindrome metabélico se
obtuvieron mediante medidas de presion arterial (sistolica
y diastolica), analiticas de sangre (colesterol total, HDL-c,
triglicéridos y glucemia en ayunas) y la circunferencia ab-
dominal. Dichas medidas se obtuvieron siguiendo las guias
clinicas vigentes (American Diabetes Association, 2012; Na-
tional Institutes of Health, 1998; Mancia et al., 2007; Natio-
nal Cholesterol Education Program Expert Panel on Detec-
tion, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol
in Adults, 2002). Finalmente, el SCORE se calcul6 usando
la presion arterial sist6lica, edad, sexo, indice aterogénico
(colesterol total + HDL-c) y tabaco como variable binaria
(fumador/no fumador).

Tamaiio de la muestra

Dado que no se realiz6 un calculo de tamano de mues-
tra a priori, calculamos la potencia estadistica que ofrece
la muestra recogida en el periodo del estudio: 166 pacien-
tes, de los cuales 33 tenian el alelo C del polimorfismo es-
tudiado. Con el objetivo de estimar un area bajo la curva
ROC (ABC) diferente de 0,5, asumiendo un ABC de 0,70 y
un nivel de confianza del 95%, se obtuvo una potencia del
94,43% (Hanley y McNeil, 1982).

Métodos estadisticos

Se describieron las variables cualitativas mediante fre-
cuencias absolutas y relativas, y las cuantitativas emplean-
do medias y desviaciones estandar. Se calcularon las odds
ratio (ORs) crudas para determinar posibles asociaciones
de las variables secundarias con nuestra variable principal.
Para obtener las ORs ajustadas, se construy6é un modelo de
regresion logistica binaria por pasos, teniendo en cuenta
que so6lo podiamos introducir un maximo de 3 variables en
el mismo (una por cada 10 eventos). Los pasos consistieron
en obtener todas las combinaciones posibles de variables
explicativas (231) y calcular el ABC del modelo resultante
con dicha combinacién, quedandonos con la combinacién
que tuviera una mayor ABC (modelo con mayor poder
discriminatorio) (Azrak et al., 2015; Gutiérrez-Gémez et
al., 2015; Lopez- Bru, Palazon-Bru, Folgado-de la Rosa y
Gil-Guillén, 2015; Ramirez-Prado et al., 2015). El error tipo
I fue fijado en 5% y de cada parametro relevante se calcu-
16 su intervalo de confianza asociado (IC). Los paquetes
estadisticos empleados fueron el R 2.13.2. y el IBM SPSS
Statistics 19.

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas y analiticas de nuestra muestra de pacientes diagnosticados con trastorno psiquidtrico en una region
de Espafia: andlisis del alelo C en el polimorfismo rs1414334 del gen HTR2C.

Variable Total n=166 OR crudas p-valor OR ajustadas p-valor
n(%)/x+s (1C 95%) (1C 95%)
Edad (afios) 43,1+11,5 1,02(0,98-1,05) 0,318 N/M N/M
Sexo femenino 67(40,4) 2,40(1,11-5,22) 0,027 4,31(1,67-11,17) 0,003
Esquizofrenia 92(55,4) 0,52(0,24-1,12) 0,094 N/M N/M
Afos de diagnéstico del trastorno 14,9+9,6 0,99(0,95-1,03) 0,486 N/M N/M
Ndmero de paquetes-afio 11,6x17,5 1,02(1,00-1,04) 0,057 1,03(1,01-1,05) 0,008
Obesidad abdominal* 110(66,3) 0,70(0,31-1,58) 0,399 0,39(0,15-1,01) 0,053
Hipertrigliceridemia* 64(38,6) 0,53(0,23-1,23) 0,130 N/M N/M
Hipertension arterial* 58(34,9) 0,76(0,33-1,73) 0,511 N/M N/M
c-HDL alterado* 55(33,1) 0,85(0,37-1,94) 0,698 N/M N/M
Resistencia a la insulina* 31(18,7) 0,54(0,18-1,67) 0,261 N/M N/M
SCORE (%) 0,80+1,51 1,20(0,96-1,50) 0,107 N/M N/M

Nota. n(%), frecuencia absoluta (frecuencia relativa); xts, media + desviacién estandar; OR; odds ratio; IC, intervalo de confianza; N/M, no en el modelo. Bondad
de ajuste del modelo multifactorial: X2 = 14,80, p =,002; area bajo la curva ROC =,706 (IC 95%: 0,603- 0,810, p ¢,001); * Criterios para el Diagnéstico Clinico del

Sindrome Metabélico (ATP IlI).
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Resultados

De un total de 166 pacientes tratados con antipsicoticos
atipicos, 33 presentaron el alelo C del polimorfismo anali-
zado (19,9%, 1C 95%: 13,8-26,0%). En la Tabla 1 observa-
mos las caracteristicas descriptivas y analiticas de nuestra
muestra de pacientes. En ella destacamos una edad media
de 43,1 afios, un 55,4% de esquizofrenia y una media de
anos con el diagnéstico principal de 14,9 anos. Por otro
lado, el consumo de tabaco se sitiio en 11,6 paquetes-aino
en media. Finalmente, en lo referente a los criterios de
sindrome metabdlico, éstos fueron muy prevalentes (obe-
sidad abdominal, 66,3%; hipertrigliceridemia, 38,6%; hi-
pertension, 34,9%; HDL-c anormal, 33,1%; insulinorresis-
tencia, 18,7%).

Cuando valoramos factores asociados de forma univa-
riante (Tabla 1) observamos una asociacion estadistica-
mente significativa (p<0,05) del alelo C del polimorfis-
mo analizado con ser mujer y mayor consumo tabaquico,
mientras que quedo cerca de la significancia estadistica
(0,05 < p <0,10) no tener esquizofrenia. Si realizamos un
ajuste con la mejor combinacién de factores (ABC=0,706),
obtenemos que un mayor consumo tabaquico, ser mujery
no tener obesidad abdominal se asoci6 con el alelo anali-
zado. El modelo que incluyé estos factores fue muy signifi-
cativo (p=0,002).

En la Figura 1 observamos las probabilidades pronostica-
das de presencia del alelo C de nuestro polimorfismo. En
ella se aprecia que dichas probabilidades aumentan confor-
me el paciente ha experimentado un consumo tabaquico
mayor. Por otra parte, ser mujer y no tener obesidad abdo-
minal mostraron mayor probabilidad de tener este alelo.

Discusion

Resumen

Este estudio determiné de forma innovadora la asocia-
cién entre el consumo tabaquico medido en paquetes-ano
y la presencia del alelo C del polimorfismo rs1414334 del
gen HTR2C. Dicha asociacion fue directa, es decir, a mayor
consumo de tabaco por parte del paciente, mayor proba-
bilidad de presentar este alelo. Por otra parte, se obtuvo
que ser mujer y no tener obesidad abdominal se asocié con
tener el alelo analizado.

Fortalezas y limitaciones del estudio

La fortaleza principal de este trabajo es la pregunta de
investigacion desarrollada, ya que no hemos encontrado
trabajos que determinaron la asociacion entre el tabaco y
el alelo C del polimorfismo estudiado. Esto da cardcter in-
novador a los resultados obtenidos. Por otra parte, se pro-
baron todas las combinaciones posibles de variables para
obtener el mejor modelo multivariante y la potencia de la
muestra recogida fue cercana al 95%, cuando la mayoria
de estudios utilizan potencias de 80y 90%.

Figura 1. Las probabilidades previstas de la presencia
del alelo C de nuestro polimorfismo rs1414334 del gen HTR2C
segln variables especificos en el modelo multifactorial.
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Para minimizar el sesgo de seleccion, se recogieron da-
tos de pacientes en un periodo de tiempo determinado.
Respecto al sesgo de informacion, los datos fueron reco-
gidos de forma rigurosa y exhaustiva por el equipo investi-
gador. Finalmente, el sesgo de confusiéon fue minimizado
utilizando la mejor combinacién de un total de 231.

Nuestros hallazgos es probable que estén relacionados
con la naturaleza del gen HTR2C que se encuentra ligado
al cromosoma X (es decir, los varones son hemicigotos)
perdiendo poder estadistico. Ademas, algunos antipsico-
ticos de segunda generaciéon, como asenapina, clozapina,
olanzapina y sertindol, son antagonistas relativamente po-
tentes de los receptores 5-HT, y otros antipsicoticos como
amisulprida, asenapina, clozapina, lurasidona y risperido-
na, tienen una elevada afinidad por los receptores 5-HT.
Los efectos de estos antipsicéticos de segunda generacién
pueden distorsionar una posible relacién con las variacio-
nes genéticas en la actividad del receptor.

Por lo tanto, la relacién entre el polimorfismo 5-HT2C
y el tabaquismo puede deberse al camuflaje debido a la
union al receptor causada por el tratamiento farmacologi-
co actual. Por otro lado, el tabaquismo se midi6 mediante
una entrevista clinica, en lugar de con el CO espirado.

Comparacién con la literatura existente

A la hora de valorar la asociacién entre el consumo de
tabaco y el alelo estudiado, no hemos encontrado trabajos
para comparar nuestros resultados, ya que los estudios pre-
vios no consideraron el tabaco entre sus variables (Gregoor
et al., 2010; Hoekstra et al., 2010; Houston et al., 2012; Kle-
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mettila et al., 2015; Ma et al., 2014; Mulder et al., 2007a;
Mulder et al., 2007b; Mulder et al., 2009; Rico-Gomis et al.,
2016; Risselada et al., 2012). Nosotros pensamos que esta
asociaciéon puede estar en relacién con el papel del recep-
tor HTR2C en la modulacién de la nicotina a nivel cere-
bral, ya que un comportamiento similar se ha apreciado en
modelos animales con ratones (Fletcher et al., 2008; Guy 'y
Fletcher, 2014). No obstante, esto deberia de corroborarse
con estudios genéticos y experimentales.

Con respecto al resto de asociaciones encontradas, el
sexo es concordante, ya que este gen se encuentra locali-
zado en el cromosoma X. Finalmente, la asociacion de la
obesidad abdominal con este alelo no queda clara en los
dos estudios anteriores publicados sobre el tema, ya que
uno de ellos encontré una asociacioén directa y el otro no
encontré asociacion entre estas dos variables (OR cercana
al) (Mulder et al., 2007a; Risselada et al., 2012).

El alelo C se present6 aproximadamente en uno de
cada cinco pacientes tratados con antipsicoticos atipi-
cos, los cual es similar a los resultados encontrados por
otros autores (Hoekstra et al., 2010; Mulder et al., 2007a;
Mulder et al., 2007b; Mulder et al., 2009; Risselada et al.,
2012).

Implicaciones para la investigacion y la prdctica

Dado que el consumo de tabaco se ha asociado al ale-
lo C del polimorfismo rs1414334 del gen HTR2G, si estos
resultados se confirman con otros estudios, podremos
determinar qué pacientes tienen mayor probabilidad de
consumo elevado de tabaco y sobre ellos realizar de forma
precoz, intervenciones para conseguir que el paciente dis-
minuya parcialmente o totalmente su consumo de tabaco
y esto repercutird en una disminucién del riesgo cardiovas-
cular (Prescott, Hippe, Schnohr, Hein, y Vestbo,1998), el
cual es mas elevado que en la poblacion general (McEvoy
et al., 2005; Newcomer y Hennekens, 2007; Saha, Chant y
McGrath, 2007).

Segun los resultados obtenidos, se podria realizar un
estudio analizando el alelo C en una muestra de mayor
tamano, comparando la poblacién fumadora con la no fu-
madora, incluyendo a varones y mujeres, y estratificando
por historial psiquiatrico y sindrome metabélico. Ademas,
se podrian incluir variables relacionadas con el tabaquis-
mo, tales como los intentos de abandono, el éxito/ fracaso
de la deshabituacion, y los farmacos usados para el cese
tabaquico.

Conclusiones

Este estudio ha encontrado que existe asociacion direc-
ta entre un mayor consumo de tabaco a lo largo de los annos
y la presencia del alelo C del polimorfismo rs1414334 del
gen HTR2C. Dado que no hemos encontrado estudios que
valoraran dicha asociacion, se necesitan trabajos que co-

rroboren nuestros resultados. En caso de verificarse dicha
asociacion, conoceremos qué pacientes tratados con antip-
sicoticos atipicos tienen mayor probabilidad de un consu-
mo tabaquico elevado.
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