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Resumen

Introduccioén: En la fisiopatologia de la esquizofrenia, se han sugerido factores
genéticos asociados a la etiologia de esta enfermedad y a la respuesta
farmacoldgica, entre los que destacan genes de la via de la respuesta inmune
innata como TLR1, TLR2 y TLR6. Estos genes han mostrado alteraciones en su
expresion en pacientes con esquizofrenia. El objetivo del estudio es determinar si
existe una asociacion entre los polimorfismos de los genes antes mencionados en
pacientes con esquizofrenia comparado con sujetos control. Metodologia.
Muestra: Se incluyeron 300 pacientes con diagnéstico principal de esquizofrenia y
300 participantes sanos. Analisis genético: Genotipificacion mediante PCR en
tiempo real con sondas TagMan de los polimorfismos de los genes TLR1, TLR2 y
TLR6. Analisis estadistico: Prueba de X?, programa Haploview 4.2 y THESIAS, y el
programa Multifactor Dimensionality Reduction (MDR) version 3.0.2. Resultados:
Se observdé asociacidon genética entre las variantes rs4833093/TLR1,
rs5743709/TLR2 y rs3775073/TLR6 en pacientes comparado con sujetos control.
Ademas, el haplotipo AT del gen TLR2 mostré una mayor frecuencia en pacientes
comparado con controles. Se encontré un efecto epistatico entre los genes TLR1y
TLR2, lo que aumenta 2.72 veces el riesgo a desarrollar esquizofrenia. Por ultimo,
se observd una asociacion entre el gen TLR2 y la respuesta farmacoldgica al
tratamiento con antipsicéticos. Conclusién: Se observé asociacion genética entre
los genes TLR1, TLR2y TLR6 con el desarrollo de esquizofrenia y una asociacion

del gen TLR2 con la respuesta farmacoldgica a los antipsicoticos.
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Abstract

Introduction: In the pathophysiology of schizophrenia, genetic factors could be
associated with the etiology of the disease and pharmacological response in
patients. Alterations in different molecules related to innate immune response have
been reported in patients with schizophrenia. These disturbances could be related
with single nucleotide polymorphisms (SNP) in genes encoding proteins of innate
immune pathways. The aim of this study was to analyze whether TLR7, TLR2 and
TLR6 genes are associated with the etiology and the pharmacological response in
schizophrenia. Methods. Sample: The study included 300 patients with a main
diagnosis of schizophrenia and 300 healthy participants. Genetic analysis:
Genotyping was performed by real-time PCR with TagMan probes for
polymorphisms of TLR1, TLR2 and TLR6 genes. Statistical analysis: We used X?
test, Haploview 4.2 program and THESIAS, and the Multifactorial Dimensionality
Reduction (MDR) program version 3.0.2. Results: We found associations between
rs4833093/TLR1, rs5743709/TLR2 and rs3775073/ TLR6 polymorphisms in patients
compared with control subjects. Furthermore, the AT haplotype of the TLR2 gene
showed a higher frequency in patients compared to controls. An epistatic effect was
found between TLR71 and TLR2 genes, increasing the risk of developing
schizophrenia by 2.72 times. Finally, we observed an association between the TLR2
gene and the pharmacological response to antipsychotic treatment. Conclusion:
There is a genetic association between TLR1, TLR2 and TLR6 genes with the
development of schizophrenia and an association of TLR2 gene with the

pharmacological response to antipsychotics.
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INTRODUCCION

La salud mental es un componente fundamental para el bienestar del ser humano
y esta estrechamente relacionada con la salud fisica y social. Los trastornos
mentales se caracterizan por alteraciones del pensamiento, la percepcion, las
emociones, la conducta y las relaciones con otras personas. A nivel mundial,
existen aproximadamente 450 millones de personas que padecen un trastorno
mental, de los cuales, solo una pequefa parte recibe atencion meédica y un
tratamiento adecuado. Desde hace algunos afios, se han desarrollado grandes
avances en el area de la investigacion biomédica para la deteccion oportuna y un
mejor tratamiento de los trastornos mentales (Organizacion Mundial de la Salud,

2019).

La mayoria de los trastornos mentales como la esquizofrenia, los trastornos del
estado del animo, los trastornos de la conducta alimentaria, el trastorno obsesivo
compulsivo, el trastorno por déficit de atencion, entre otros, involucran diversos
factores de riesgo como los sociales, psicolégicos y biologicos, de los cuales

podemos mencionar a los genéticos (Blonigen et al., 2005).

La epidemiologia genética es una disciplina fundamental para identificar los
factores genéticos que incrementan el riesgo a desarrollar algun trastorno mental y
que el paciente responda o no a un determinado tratamiento farmacoldgico. Asi, los
estudios realizados en gemelos, familias y adopcion han reportado la existencia de
factores genéticos asociados a trastornos mentales como la esquizofrenia y a la
respuesta farmacoldgica (Fatemi y Clayton, 2008). Mediante los estudios de

asociacion genética ha sido posible identificar diversos genes asociados a multiples



vias bioldgicas las cuales estan alteradas en pacientes diagnosticados con
esquizofrenia. Diversos estudios revelan la existencia de anormalidades en
sistemas neurobioldgicos en pacientes con esquizofrenia, entre los que destacan
principalmente alteraciones en las vias dopaminérgica y glutamatérgica, al igual
que deficiencias en la via GABAérgica (Park et al. 2015). Del mismo modo, la
inflamacion crénica del sistema nervioso central (SNC) se ha asociado con la
esquizofrenia (Mduller, 2018), esto debido a que diversos sintomas de la
esquizofrenia aparecen en varias enfermedades inflamatorias, como la encefalitis
(Felgenhauer, 1990); enfermedades virales del SNC como el virus del herpes
simple tipo 1 (HSV-1) (Chiveri et al., 2003), HSV-2 (Oommen et al., 1982) y el
sarampion (Hiroshi et al., 2003); enfermedades autoinmunes como el lupus
eritematoso sistémico (van Dam, 1991) y la esclerodermia (Mdller et al., 1992;

Mdller et al., 1993).

Con base en lo anterior, los resultados obtenidos de los estudios genéticos nos
permiten identificar variantes de diversos genes asociadas con el desarrollo de la
esquizofrenia y la respuesta farmacolégica. Este conocimiento cientifico
eventualmente sera util para tener un diagnostico en etapas tempranas del
trastorno al igual que nuevas y mejores terapias farmacoldgicas (Burmeister et al.,

2008).

El presente estudio tiene como objetivo analizar genes relacionados con la via de
sefalizacion de la respuesta inmune innata y su asociacién con el desarrollo de la
esquizofrenia y con la respuesta farmacologica de los pacientes ante el tratamiento

antipsicotico. Del mismo modo, el analizar la interaccion entre diversos genes es



muy importante para elucidar la fisiopatologia de un trastorno tan complejo como lo

es la esquizofrenia.

ANTECEDENTES

La esquizofrenia es considerada un desorden psiquiatrico debilitante, complejo y
cronico, el cual se caracteriza por la presencia de sintomas positivos, negativos y
cognitivos (Park et al. 2015). Los sintomas positivos destacan por la presencia de
comportamientos y pensamientos atipicos como la psicosis. Los sintomas positivos
consisten en delirios, alucinaciones y un comportamiento desorganizado el cual
conlleva al paciente a perder la nocion de lo que es real y lo que no (Kahn et al.
2015). Los sintomas negativos se asocian con una disminucion del estado de animo
y de la actividad social, caracterizado por un aplanamiento afectivo, anhedonia
(incapacidad de realizar actividades que producian placer) y una disminucién de la
energia (Kahn et al. 2015). Los sintomas cognitivos se presentan generalmente
antes de la aparicion de los sintomas positivos y varian en el grado de severidad;
éstos se caracterizan por un déficit en el funcionamiento ejecutivo, el cual se define
como la capacidad de una persona para comprender informacion y posteriormente
tomar una decisién. Del mismo modo, el paciente puede presentar problemas con
la memoria operativa, en donde el individuo tiene dificultades para utilizar
informacion inmediatamente después de haberla aprendido (Alvaro, 2006; Kahn et
al. 2015). Todos estos sintomas pueden alterar las funciones sociales y mentales
del individuo (Kozlowska et al. 2018), e interferir con la vida cotidiana de la persona
al provocar problemas consigo mismo y con las personas que lo rodean (Schultz et

al. 2007).



Tratamientos antipsicoéticos

El principal tratamiento farmacolégico en la esquizofrenia para controlar los
sintomas descritos anteriormente se basa en el uso de antipsicaticos, de los cuales
existen dos clasificaciones: los antipsicoticos tipicos o de primera generacién, en
los cuales podemos encontrar a la clorpromazina, flufenazina y proclorperazina; y
los antipsicoticos atipicos o de segunda generacion, en los cuales podemos
encontrar a la clozapina, olanzapina, y risperidona (Escamilla, 2019; Muller y
Schwarz, 2007). Los antipsicéticos tipicos son bloqueadores potentes de los
receptores D2 a dopamina. Los medicamentos atipicos actuan sobre los receptores
S5HT2A de la 5-hidroxitriptamina (serotonina), al igual que sobre los receptores
dopaminérgicos. El uso de este tipo de medicamentos permite controlar los
sintomas positivos. Los antipsicoticos atipicos presentan distintas propiedades
entre si y son considerados un grupo mas heterogéneo en comparacion a los
tipicos. El medicamento que se administra depende de la sintomatologia que
presenta cada paciente con esquizofrenia. El antipsicético ideal es aquel que logre
restituir el equilibrio de los sistemas alterados, que produzca una menor cantidad
de efectos secundarios y que disminuyan los sintomas por presentar una mejor
respuesta farmacoldgica (Escamilla, 2019). Sin embargo, se ha reportado que solo
el 33% de los pacientes responden de una manera adecuada al tratamiento con
antipsicoticos después de tres meses, mientras que 1 de cada 3 pacientes

presentan una respuesta parcial al tratamiento (Fond et al., 2020).

En psiquiatria se tiene la dificultad para evaluar consistentemente la respuesta
farmacolodgica, por esta razén, se usan aproximaciones que pretenden convertir

observaciones clinicas en medidas mas objetivas mediante la impresion subjetiva



clinica, para esto se utilizan escalas clinimétricas (Leucht et al. 2005). Uno de los
principales cuestionarios clinicos utilizados para evaluar la gravedad de los
sintomas y la respuesta al tratamiento en la esquizofrenia es la escala PANSS
(Positive and Negative Symptom Scale) (Fresan A et al., 2005; Fong TC et al., 2015;
Escamilla, 2019). Podemos decir que un paciente responde a un tratamiento
farmacolégico cuando disminuye el nivel de severidad de los sintomas, sin
embargo, no existe un consenso con respecto al porcentaje de reduccion de la
gravedad en la sintomatologia al utilizar este tipo de escalas para redefinir el tipo
de respuesta. Al respecto, se ha sugerido considerar a los pacientes refractarios
cuando se encuentra un rango entre el 10 y 50% de la reduccion de los sintomas,
mientras que los pacientes que se encontraban en un episodio agudo de la
enfermedad suelen presentar niveles mas altos de respuesta que van de un 50 a

un 75% de reduccién (Suzuki et al., 2011; Escamilla, 2019).

Epidemiologia de la esquizofrenia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la esquizofrenia afecta a mas
de 21 millones de personas en todo el mundo, siendo mas frecuente en hombres
(12 millones) que en mujeres (9 millones) (OMS, 2019). La esquizofrenia presenta
una prevalencia aproximada del 1%, y esta clasificada como la 122 causa de
discapacidad mundial en relacion con otras 310 enfermedades psiquiatricas y no
psiquiatricas (Vos et al., 2016). Se han reportado diferencias por género en
pacientes con esquizofrenia. Por ejemplo, con respecto a la edad de inicio del
trastorno, los hombres tienden a debutar con esquizofrenia a una edad mas
temprana en comparacién con las mujeres; especificamente los hombres presentan

su primer episodio psicético entre los 20 y los 24 afos, en cambio las mujeres



pueden presentar su primer sintoma entre los 30 y los 32 afios (Castle et al., 1998;

Eranti et al., 2013; Aleman et al., 2003).

El rango de severidad de la esquizofrenia es variable y pude abarcar desde una
recuperacion parcial de la sintomatologia, hasta una necesidad de cuidado
permanente, en donde la esperanza de vida se reduce hasta 20 afios en
comparacién con la poblacion sana (Kahn et al. 2015). Estudios clinicos muestran
una mayor gravedad de los sintomas en los hombres en comparacion con las
mujeres (Kahn et al. 2015; Eranti et al. 2013). En general, los pacientes con
esquizofrenia presentan un riesgo 2.5 veces mayor a morir por suicidio al igual que
por enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (OMS, 2019; Kahn et al., 2015);
el desarrollo de estas ultimas patologias se ha reportado como un efecto adverso

relacionado con el uso de los tratamientos antipsicéticos (Kahn et al., 2015).

Factores involucrados en el desarrollo de esquizofrenia

La esquizofrenia se considera un trastorno multifactorial, por lo cual tenemos que
considerar diversos factores que contribuyen al desarrollo de dicha psicopatologia.
Es importante destacar que distintos factores pueden actuar en conjunto, y
aumentar asi la vulnerabilidad a desarrollar esquizofrenia; sin embargo, el ser
portador de algun factor de riesgo no necesariamente conduce a desarrollar dicho
trastorno (WHO, 2019). Un meta-analisis realizado por Cannon y colaboradores
(2002) mostré una asociacion entre complicaciones durante el embarazo con el
desarrollo de esquizofrenia en la progenie al alcanzar la adultez temprana. Del
mismo modo, se ha sugerido que un neurodesarrollo anormal durante etapas

perinatales, al igual que en la adolescencia temprana, puede llevar a disfunciones



en redes neuronales, lo cual puede repercutir en que las personas puedan
desarrollar esquizofrenia en etapas mas adultas (Kahn et al. 2015). Aunado a esto,
alteraciones del sistema inmune, en conjunto con factores genéticos y ambientales,
pueden contribuir a procesos anormales en el neurodesarrollo, y con ello al

desarrollo de esquizofrenia (Altamura et al. 2013).

Por otra parte, el uso continuo de sustancias de abuso como anfetaminas,
metanfetaminas y cocaina puede producir sintomas parecidos a los de la
esquizofrenia paranoide (Murray et al. 2013). Se han realizado estudios en los
cuales al administrar Cannabis o su ingrediente psicoactivo delta-9-
tetrahidrocannabinol, se pueden desencadenar sintomas psicoticos transitorios
(Schoeler et al. 2016). Estudios prospectivos han mostrado que personas jovenes
que consumen Cannabis frecuentemente presentan un riesgo mayor a desarrollar
esquizofrenia y esto esta relacionado con la dosis de consumo (Malaspina et al.

2001).

Otro factor de riesgo reportado son las adversidades sociales en la nifiez, las cuales
incluyen abuso fisco, abuso sexual, maltrato y acoso escolar; este tipo de eventos
adversos aumentan el riesgo a desarrollar esquizofrenia (Stilo y Murray, 2010). Un
estudio realizado por Bears y colaboradores (2013) mostré un aumento de 3.19
veces el riesgo veces a desarrollar psicosis en personas con una mayor cantidad

de eventos traumaticos.

Todos los factores ambientales descritos anteriormente desempefian un papel

importante en el desarrollo de la esquizofrenia; sin embargo, no explican en su



totalidad el desarrollo del trastorno, por lo cual se han propuesto factores genéticos

asociados.

Epidemiologia genética en la esquizofrenia

Los estudios de epidemiologia genética realizados en familias, gemelos y adopcion
sugieren que la predisposicion a padecer esquizofrenia es una de las mas altas
entre todos los desordenes psiquiatricos, donde la heredabilidad es
aproximadamente del 81%, lo cual sugiere la existencia de factores genéticos

asociados a la etiologia de la esquizofrenia (Fatemi y Clayton, 2008).

Estudios en familias

Los estudios de familia son la principal fuente de evidencia que sugiere un papel
fundamental de factores genéticos asociados con los trastornos psiquiatricos. Estos
estudios nos permiten determinar la agregacién de un fenotipo de interés en una
familia en comparacion con la poblacién en general (Merikangas, 2012). Existen
diversos estudios que muestran evidencia sobre el modelo de herencia de la
esquizofrenia en familias con multiples afectados y la variabilidad en la
sintomatologia con que se presenta (Meltzer y Fatemi, 2000; Sullivan et al.,2006;
Carter, 2006; Niculescu et al. 2006), esto se debe a que la esquizofrenia tiene una
etiologia heterogénea y distintos tipos de genes pueden estar involucrados en su

desarrollo (Fatemi y Clayton, 2008).

Estudios en gemelos

Los estudios en gemelos tienen como objetivo determinar el papel que los factores

genéticos y ambientales desempenan en el origen del fenotipo de interés. Esto se



logra al comparar la concordancia fenotipica entre gemelos monocigoéticos y
dicigoticos. Los monocigoticos se caracterizan por compartir el 100% de su material
genético, mientras que los dicigéticos comparten el 50%. Si se encuentra una
mayor frecuencia de concordancia fenotipica de los gemelos monocigéticos en
comparacién con los dicigéticos, se infiere la existencia de factores genéticos
involucrados en el origen de la conducta (Merikangas, 2012). Un meta-analisis
realizado por Sullivan (2003) con 12 estudios en gemelos diagnosticados con
esquizofrenia sugiri6 una concordancia fenotipica del 45% en los gemelos
monocigoticos y de 14% en gemelos dicigdticos, lo cual sugiere la existencia de

factores genéticos involucrados en el desarrollo de la esquizofrenia.

Estudios de adopcion

Los estudios de adopcion analizan la similitud fenotipica de un individuo
adoptado y sus padres bioldgicos comparado con sus padres adoptivos.
Cuando el fenotipo es compartido por el sujeto adoptado y sus padres
bioldgicos, indica la presencia de factores genéticos asociados. En el caso de
qgue el sujeto adoptado comparta el fenotipo con sus padres adoptivos, entonces
se dice que existe un componente ambiental asociado con el desarrollo de la
enfermedad (Merikangas, 2012). Una aportacion hecha por Heston (1966), en
donde se analizé a 49 padres bioldgicos de individuos adoptados con esquizofrenia
y 49 padres adoptivos de individuos con esquizofrenia, encontré una concordancia
fenotipica sobre los trastornos del espectro esquizofrénico del 18.8% en los
pacientes con sus padres bioldgicos, mientras que con los padres adoptivos fue del

10.7%.



Los estudios de familia, gemelos y adopcidén nos proporcionan evidencia sobre la

participacion de factores genéticos asociados con la etiologia de la esquizofrenia.

Farmacogenética

Es la disciplina que estudia los factores genéticos y su asociacién con la respuesta
farmacolégica y las reacciones adversas al tratamiento. El objetivo de la
farmacogenética es contribuir a optimizar el tratamiento farmacolégico contra
distintas enfermedades a nivel individual, al tratar de dirigirlo hacia una terapia
personalizada, segura y eficiente. Con esto, se lograria determinar previamente
cual seria el farmaco apropiado para un paciente en particular y la dosis efectiva.
Asimismo, se busca obtener una menor cantidad de efectos adversos causados por
los farmacos, al igual que un aumento en la efectividad farmacoldgica. En
psiquiatria, se han llevado a cabo investigaciones dirigidas a identificar el
componente genético de distintas psicopatologias; los primeros estudios se
centraban en psicopatologias asociadas a un solo gen; sin embargo, en la mayoria
de los trastornos y alteraciones de la conducta estan asociados multiples genes

(Salamanca, 2014).

Estudios de asociacion del genoma completo (GWAS)

Mediante los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) se han logrado
identificar diversos genes de diferentes vias neurobiologicas, los cuales podrian
conferir un riesgo a desarrollar esquizofrenia. Publicaciones recientes asocian a
genes reguladores de la respuesta inmune con la esquizofrenia (Corvin y Morris,
2013; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium,

2014).
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Uno de los GWAS mas grandes reportados hasta el momento (Schizophrenia
Psychiatric Genome-Wide Association Study Consortium, 2014), sugiere una
asociacion de la esquizofrenia con regiones génicas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) el cual se ubica en el cromosoma 6p21.3- 6p22.1
(Purcell et al., 2009; Shi et al., 2009). La regién del MHC esta conformada por mas
de 200 genes, los cuales codifican para reguladores maestros del sistema inmune,
asi como genes que codifican al antigeno leucocitario humano (HLA), genes de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) y genes complementarios de las

diversas cascadas de sefnalizacion de la respuesta inmune (Pouget et al. 2019).

Inflamacién en esquizofrenia

Desde hace dos décadas, se ha propuesto una relacion estrecha entre la
inflamacion y la esquizofrenia debido a la aparicién de diversos sintomas de dicho
trastorno en varias enfermedades inflamatorias (Tomasik et al, 2014; Muller, 2018).
Aunado a lo anterior, se ha propuesto una asociacién entre infecciones maternas
durante el periodo de gestacion con el desarrollo de esquizofrenia en los hijos al
llegar a la juventud (Vuillermont et al. 2010; Sgrensen et al. 2009; Dalman et al.
2008). Un estudio realizado por Brown y colaboradores (2004) muestra que en
mujeres diagnosticadas con influenza durante el primer trimestre de embarazo el

riesgo de que su descendencia desarrolle esquizofrenia aumenta 7 veces.

Diversas investigaciones se han centrado en identificar cambios en los niveles de
mediadores bioquimicos del sistema inmune, es decir citocinas y quimiocinas tanto
a nivel periférico como central, en pacientes con esquizofrenia para tratar de

elucidar el papel que desempefia la respuesta inmune en este padecimiento
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(Khandaker, 2017; Goldsmith et al. 2016; Fond et al. 2020). Al respecto, un meta-
analisis realizado por Goldsmith y colaboradores (2016) mostré un aumento en los
niveles de citocinas proinflamatorias en sangre periférica de pacientes con
esquizofrenia en distintas fases de la enfermedad. En este estudio se encontrd un
aumento de interferon gamma (IFN-y), interleucinas (IL) IL-1, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, al igual que del receptor soluble de IL-2 (sIL-2R), del factor de crecimiento
tumoral beta (TGF- B), del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y una disminucion
en los niveles de IL-4 en pacientes con esquizofrenia durante su primer episodio
psicotico. En una etapa aguda del trastorno, se observd un incremento de IFN-y,
IL-18, IL-6, IL-8, IL-12, sIL-2R, TGF-B y TNF-a y una disminucion de IL-4 e IL-10 en
pacientes con esquizofrenia comparado contra controles sanos. Por otra parte, en
una fase cronica del trastorno se ha observado un incremento en los niveles de IL-
6, TNF-q, slL-2R, IL- 1B y una disminucion de IFN- y (Fond et al. 2020). Es
importante notar que, entre las moléculas pro-inflamatorias analizadas, la IL-13, IL-
6, slL.-2R y TNF-a se mantienen incrementadas en todas las fases de la

esquizofrenia.

Estudios in vitro muestran una disminucién en la produccion de IL-2 y de IFN-y en
células sanguineas de pacientes con esquizofrenia (Wilke et al., 1996; Mlller et al.,
2000). Otros estudios han reportado niveles disminuidos de IFN-y en sangre
periférica (Schwarz et al., 2001; Avgustin et al., 2006; Chiang et al., 2004), al igual
que un aumento en los niveles de inmunoglobulina E (IgE), IL-6, sIL-2R (Schwarz
et al. 2001) en pacientes diagnosticados con esquizofrenia. Del mismo modo, un
estudio mostrd asociacion entre niveles séricos disminuidos de IL-10 y la gravedad

de los episodios psicoéticos de pacientes esquizofrénicos (van Kammen et al., 1997).
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Asimismo, se han reportado alteraciones en los niveles de IL-2, IFN-y, IgG, IL-4 y
de la molécula de adhesion intracelular soluble 1 (sICAM-1) en liquido
cefalorraquideo de pacientes con esquizofrenia (Schwarz et al.,2001). Todos estos
estudios apuntan a que las alteraciones en la respuesta inmune que se encuentran

en los pacientes podrian estar relacionadas con la etiologia de la esquizofrenia.

Efectos de los tratamientos antipsicoticos sobre la respuesta
inmune

Diversos estudios sugieren la existencia de interacciones entre los antipsicoticos y
moléculas asociadas a la inmunidad y la respuesta inflamatoria en pacientes con
esquizofrenia (Muller y Schwarz, 2007). Uno de los primeros estudios in vitro
realizado por Wilke y colaboradores (1994) muestra una normalizacion de los nieles
de IFN-y en células sanguineas de pacientes con esquizofrenia, al ser tratadas con
antipsicoticos. Otro estudio reporta un aumento de slL-2R en pacientes con
esquizofrenia mientras se encuentran sometidos a un tratamiento con antipsicoticos
(Maller et al., 1997). Del mismo modo, se ha reportado un aumento en la expresion
del antigeno 1 asociado a la funcién de linfocitos (LFA-1), de la sICAM-1 y del
ligando de ICAM-1 en linfocitos aislados de sangre periférica durante el tratamiento
con antipsicoticos (Schwarz et al., 2000; Muller et al., 1999). Con base en lo
anterior, se ha sugerido que el uso de antipsicéticos podria estar relacionado con
alteraciones en el sistema inmune y la respuesta inflamatoria (Muller y Schwarz,

2007).

La sintesis de las moléculas pro y antinflamatorias antes mencionadas son

resultado de la activacion de la respuesta inmune, por lo tanto, se ha sugerido que
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esta via podria estar asociada con el desarrollo de esquizofrenia (Garcia Bueno et

al. 2016a y 2016b).

La respuesta inmune innata

La defensa contra microorganismos es mediada por una respuesta coordinada
llamada inmunidad innata y adaptativa. La respuesta inmune innata es fundamental
en las primeras horas después de ser infectado y se caracteriza por una accién
rapida. Por otra parte, tenemos a la respuesta inmune adaptativa, la cual es
estimulada por la exposicion a agentes infecciosos y aumenta en magnitud y
capacidades defensivas con cada exposicidon sucesiva a un microorganismo en
especifico (Figura 1). Es importante destacar que ambas respuestas desempefian
un papel cooperativo, ya que la respuesta inmune innata permite enviar sefales de
peligro tempranas que estimulan la respuesta inmune adaptativa. Asi mismo, la
respuesta inmune adaptativa potencia los mecanismos protectores de la respuesta
inmune innata, logrando una mejor eficiencia sobre el reconocimiento y eliminacion

de microrganismos (Abbas et al., 2018).

Microorganismo
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Figura 1. Representacion esquematica de la respuesta inmune innata y adaptativa. La respuesta inmune innata
es considerada la primera linea de defensa contra microorganismos dentro de las primeras horas de la
infeccion. La respuesta inmune adaptativa necesita una previa activacion de linfocitos. La cinética de la
respuesta inmune innata y adaptativa pueden variar de acuerdo con el tipo de infeccién (Tomado de Abbas et
al. 2018).

La respuesta inmune innata es considerada la primera linea de defensa contra
distintas moléculas exdgenas y endoégenas. En este tipo de respuestas, las células
utilizan una gran variedad de receptores reconocedores de patrones (PRRs), los
cuales son esenciales para detectar moléculas derivadas de microorganismos
patogenos (PAMPs: patogen-associated molecular patterns) como bacterias, virus
y parasitos (Abbas et al. 2018), asi como moléculas enddgenas indicadoras de
estrés o dafo tisular conocidas como DAMPs (damage-associated molecular
patterns). Dentro de los PRRs podemos ubicar a los receptores de lectina tipo C
(CLRS), receptores tipo NOD (NLRs), receptores tipo RIG (RLRs), receptores tipo

AIM2 (ALRs) y a los receptores tipo toll (TLRs), los cuales fueron la primera familia

de PRRs en identificarse y por lo tanto la mas estudiada (Brubaker et al. 2015).

Estructura de los TLRs

Los TLRs pertenecen a una familia de receptores celulares, que se caracterizan por
ser proteinas transmembranales tipo 1 que presentan repeticiones ricas en leucinas
(RRLs) ubicadas en la regién N-terminal, y un dominio TIR (receptor a interleucina
1/ Toll) en la region C-terminal. La regidon N-terminal forma una estructura en forma
de herradura, la cual permite y media el reconocimiento de patrones moleculares
exdgenos y enddgenos (Bell et al. 2003). Por otra parte, el dominio TIR en la regién
C-terminal, permite la union de moléculas adaptadoras, las cuales son las

encargadas de iniciar la transduccion de sefiales (Chen et al. 2019) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de los receptores TLRs. Se ilustraa TLR2 y TLR6 como
ejemplo. La estructura general de estos receptores consta de tres dominios: RRL, repeticiones ricas en
leucinas; DT, un dominio transmembranal; y un dominio TIR, receptor de interleucina 1 tipo toll. Para la
interaccion del receptor con su ligando es necesaria la formacién de dimeros entre miembros de la misma
subfamilia para llevar a cabo la activacion de la respuesta inmune innata (Modificado de Chen et al. 2019).

Hasta la fecha, se han identificado diez TLRs en humanos y trece en ratones. Con
base en la ubicacién de dichos receptores, se pueden agrupar en dos subfamilias:
receptores de membrana plasmatica, los cuales incluyen a los receptores TLR1,
TLR2, TLR4, TLR5 y TLR6 y receptores de endolisosomas, que incluyen a TLRS3,
TLR7, TLR8 y TLR9 (Roach et al. 2005; Wang et al. 2016). Cabe destacar, que los
receptores de la misma subfamilia tienden a formar heterodimeros para detectar
ligandos especificos, como es el caso de TLR2, el cual se dimeriza con TLR1 o
TLRG6 para reconocer una mayor cantidad de PAMPs (Figura 2) (Koblansky et al.
2013). A nivel de SNC, estos receptores se expresan en microglia, astrocitos,
oligodendrocitos y, en menor proporcion en neuronas (Hanke y Kiellan, 2011; Okun

etal 2011; Vidya et al., 2017; Tang et al., 2007), en donde la activacion de los TLRs

mediante PAMPs y DAMPs puede desencadenar procesos de neurogénesis (Rolls
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et al., 2007), diferenciacion y maduracién neuronal (Liu HY et al. 2014; Barak et al.
2014). Se han reportado estudios realizados en modelos animales que sugieren
una participacion de los TLRs en la regulacién de la proliferacion de células
progenitoras neurales y la morfologia neuronal, inclusive en ausencia de agentes

infecciosos o dario tisular (Chen et al., 2019).

Via de sefalizacion de los TLRs para la iniciacion de la
inmunidad innata

La activacion de la via de senalizacion de los TLRs es mediada por cuatro
adaptadores que contienen dominios TIR y su unidn con la proteina de respuesta
primaria de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), el interferon B inductor de
adaptador con dominio TIR (TRIF), la proteina adaptadora con dominio TIR (TIRAP)
y la molécula adaptadora asociada a TRIF (TRAM) (Yamamoto et al., 2003). La
cascada de sefalizacion difiere entre los distintos TLRs. En el caso de TLR1, TLR2
y TLR6, tras la unién del ligando a su receptor, ocurre la formacién de
heterodimeros u homodimeros para llevar a cabo la transduccion de sefiales
(Figura 1) (Chen et al., 2019). Al estar el receptor activo, se recluta MyD88 de
manera indirecta mediante TIRAP. Posteriormente, MyD88 se encarga de reclutar
y activar a la cinasa 4 asociada al receptor de interleucina (IRAK4), la cual fosforila
y activa a IRAK1. El complejo IRAK1/4 activa al factor 6 asociado al receptor de
TNF (TRAFB), el cual es una ubiquitina ligasa capaz de poliubiquitinizar al complejo
de inhibidores del factor nuclear kappa (IKK) con la finalidad de llevar a su
degradacion para la liberacién del factor nuclear kB (NF-kB). Al estar NF-kB libre
en el citosol, es capaz de translocarse al nucleo e inducir la expresion de citocinas

inflamatorias e interferones tipo 1, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, e IL-12 (Herrero,
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2010; Chen et al., 2019). Por otra parte, TRAF6 recluta a la cinasa activada por
TGF-B (TAK1), la cual induce la activacion de la via de las proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK). Esta via es capaz de activar a la proteina
activadora tipo 1 (AP-1), lo cual desencadena un incremento en la transcripcién de
citocinas, la produccién de moléculas de adhesién y la liberacién de moléculas pro

y antiinflamatorias (Kawai y Akira, 2010) (Figura 3).

Ya que los TLRs tienen un papel crucial para la activacion de esta via de la
respuesta inmune innata, y se ha mostrado evidencia que dicha via se encuentra
alterada en pacientes con esquizofrenia, se puede sugerir que los TLRs estan

involucrados en la fisiopatologia de dicho trastorno.
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Figura 1. Via de senalizacion mediada por TLR1/TLR2 y TLR2/TLR6T. Las respuestas mediadas por TLR
estan controladas principalmente por la via dependiente de MyD88, que es utilizada por todos los TLR excepto
TLR3. TIRAP es un adaptador utilizado por distintos tipos de TLRs, en este caso los dimeros TLR1/TLR2 y
TLR2/TLR6T. En células nerviosas, MyD88 recluta a IRAK4, IRAK1, IRAK2 al igual que TRAF6 para inducir
una respuesta inflamatoria mediante la activacion de IRF5, lo cual lleva a la producciéon de citocinas
inflamatorias. Por otra parte, TRAFG6 activa a TAK1 mediante la formacion del complejo con TAB2/TAB3, lo cual
conlleva a la activaciéon del complejo IKK que consiste en NEMO (IKK-y) e IKKa/B, el cual cataliza proteinas
IkB para fosforilar y posterior liberacion de NF-kB. Este puede inducir a C/EBPS y/o a IkB( los cuales tienen
una influencia positiva en los genes que codifican a IL-6 o pueden inducir a IkB-NS, Zc3h12a, ATF3ya TTP

los cuales influyen negativamente en los genes que codifican a IL-6, IL-12p40 o TNF. (Modificado de Kaway y
Akira, 2010; Chen et al. 2019).
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Los TLRs y la esquizofrenia

Un estudio realizado en roedores muestra que una activaciéon inmunoldgica en
periodos prenatales da como resultado deficiencias en la conducta dependientes
del género. Por ejemplo, la activacion inmune materna mediante microorganismos
desencadena la activacion de TLRS3, lo cual provoca conductas tipo-esquizofrénicas

en ratones macho, pero no en hembras (Okun et al., 2010)

Otro estudio realizado en modelos murinos muestra que alteraciones de algunos
TLRs pueden causar trastornos en el neurodesarrollo y anormalidades
conductuales, como problemas en el aprendizaje y la memoria. Un estudio
realizado por Park y colaboradores (2015) en roedores muestra evidencias sobre
una hiper-locomocién, un mayor numero de comportamientos tipo-ansiosos, asi
como un aumento en el retraimiento social y cognitivo en ratones knock-out de
TLR2 en comparacion con los controles. Del mismo modo se observd un
alargamiento de los ventriculos cerebrales en los ratones knock-out. Las
alteraciones en la conducta se asemejan a los sintomas caracteristicos de la

esquizofrenia.

Existen reportes que sugieren un aumento en el riesgo a desarrollar trastornos
psiquiatricos como esquizofrenia y autismo, al presentar una activacion de los TLRs
en estadios tempranos del desarrollo fetal (Haddad et al. 2019; Gumusoglu y
Stevens, 2019). Se ha propuesto que los TLRs, al ser proteinas que se expresan
en la placenta y el cerebro en desarrollo, podrian modular los procesos
inmunoldgicos e inflamatorios en respuesta a infecciones durante la gestacion

(Beijar et al., 2006; Ma et al., 2006).
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Respecto a la expresion génica de los TLRs, un estudio realizado por Kozlowska y
colaboradores (2018) reporta una disminucién de los transcritos de TLR1, TLR2,
TLR4, TLR6y TLR9 y una sobre-expresion de los genes TLR3y TLR7 en pacientes
esquizofrénicos europeos en comparacion con una muestra control. Por otra parte,
un estudio realizado por Kéri y colaboradores (2017) mostré que diversas
alteraciones en la expresion de los genes TLR2, TLR4 y TLRS pueden ser mas
facilmente detectadas en etapas tempranas de la esquizofrenia y también pueden
ser moduladas por el uso de antipsicéticos. Con base en los estudios pre-clinicos y
clinicos descritos anteriormente, se sugiere una posible asociacion con los TLRs y

el desarrollo de esquizofrenia.
Los genes TLR en la esquizofrenia

En psiquiatria, se han llevado a cabo investigaciones dispuestas a develar el
componente genético de distintas psicopatologias, entre ellas la esquizofrenia. Al
inicio, los estudios se centraban en psicopatologias asociadas a un solo gen; sin
embargo, en la mayoria de los trastornos y alteraciones de la conducta se

involucran multiples genes.

Especificamente los genes TLR1 y TLR6, ubicados en el cromosoma 4 p14, vy el
TLRZ2, ubicado en el cromosoma 4q31.3, han mostrado una disminucién en su
expresion geénica en pacientes con esquizofrenia, sin embargo, las causas de dicha
alteracion no se han descrito. Se han reportado millones de variantes polimérficas
dentro de cada gen, sin embargo, existen SNPs asociados con distintas patologias

neurodegenerativas y enfermedades relacionadas con la respuesta inmune.
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Las variantes del gen TLR1 rs4833095, rs5743596 y rs4833093 se asocian con
lepra y tuberculosis, las variantes del gen TLR2 rs3804099, rs7656411 y rs5743709
se asocian con un mayor riesgo a contraer infecciones bacterianas y Parkinson, y
las variantes polimorficas del gen TLR6 rs5743810, rs3775073 y rs5743827 se
asocian a ateroesclerosis, dermatitis y sepsis respectivamente (Dargiene et al.,
2018; Stevens et al., 2008; Zhang et al. 2018; Shurz et al. 2015; Shey et al., 2010;
Bairagya et al., 2008). Las caracteristicas de los polimorfismos de interés se

muestran en la tabla 1.

Mediante los estudios de asociacidon genética, es posible identificar genes
candidatos utilizando marcadores biolégicos como los SNPs los cuales podrian

estar relacionados con el desarrollo de la esquizofrenia (Salamanca, 2014).

Mediante técnicas de biologia y de genética molecular, se ha sugerido un papel
funcional de los SNPs en regiones de genes codificantes y no codificantes, los
cuales pueden alterar la expresion génica, el corte y empalme, la traduccién, la
alteracion de la estructura y de la funcién proteica, al igual que la de los microRNAs
(miRNA) y la estabilidad de los RNA mensajeros (MRNA) (Ramirez-Bello y

Jiménez-Morales, 2017).

Por tal razon, se sugiere que SNPs ubicados en genes como TLR1, TLR2y TLR6
podrian modificar la expresion de los receptores, lo cual podria alterar la via de

sefalizacion y conferir un aumento en el riesgo a desarrollar esquizofrenia.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los polimorfismos de interés en los genes
TLR1, TLR2y TLR6.

Gen Numero de Polimorfismo No. Ensayo Cambio Tipo ubicacién
exones

rs4833095 C 44103606 10 C/T No sinébnimo  Exon 4
I:TZ 6 rs5743596 C 30687147 _10 A/G = - UTR 5’
rs4833093 C 44103593 10 G/T = - Intrén
rs3804099 C_ 22274563 10 CI/T Sinénimo Exon 3
42;':21 5 rs7656411 C 29420880 10 T/G = - UTR 3’
rs5743709 C_25607728 10 A/G Sinénimo Exon 3
rs5743810 C_1180648 20 A/G No sinébnimo  Exon 2
I:;f: 6 rs3775073 C_25809256 30 T/C Sinénima Exon 2
rs5743827 C_1180651 20 C/IT = - UTR 3’

JUSTIFICACION

La esquizofrenia presenta una prevalencia del 1%, y esta clasificada como la 122
causa de discapacidad a nivel mundial. y Se ha estimado que las personas con
esquizofrenia presentan un riesgo 2.5 mayor a morir a una edad mas temprana en
comparacién con la poblacion en general. Por otra parte, la heredabilidad en este
padecimiento es una de las mas altas en comparacion con otros trastornos
psiquiatricos, la cual es aproximadamente del 81%. La identificacién de factores
genéticos que pudieran estar asociados con la etiologia de la esquizofrenia y la
respuesta farmacoldgica a los distintos antipsicéticos utilizados en la clinica, es de
suma importancia, ya que podrian ser utilizados como marcadores para un
diagndstico mas temprano y certero, al igual que para ofrecer a los pacientes un
tratamiento mas eficiente y con menos efectos adversos. En este sentido, aunque
se ha sugerido que la respuesta inmune desempefia un papel importante en la

esquizofrenia, este tema ha sido poco estudiado. Por esta razon, resulta
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fundamental realizar estudios de asociacion genética para identificar genes como
TLR1, TLR2y TLR6, los cuales codifican para proteinas clave para la activacién de

la de la respuesta inmune innata, estan asociados con la esquizofrenia.

Existen reportes sobre una deficiencia en la expresién de los genes TLR1, TLR2 y
TLR6 en pacientes esquizofrénicos de otras poblaciones. Sin embargo, hasta la
fecha, no existen reportes sobre estudios de asociacion o analisis de expresion
génica realizados en poblacidon mexicana que involucren a moléculas que participen

en el sistema inmune y el desarrollo de la esquizofrenia.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre variantes polimérficas de los genes TLR1, TLR2y TLR6
con el diagnéstico de esquizofrenia y la respuesta farmacolégica en poblacién

mexicana?

HIPOTESIS

Variantes polimorficas de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 se encuentran asociadas

con la etiologia de la esquizofrenia y la respuesta farmacologica.

OBJETIVO GENERAL

Analizar polimorfismos de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 y su asociacidon con la
esquizofrenia comparado con un grupo de controles sanos y con la respuesta a los

antipsicaoticos.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar la asociacién entre los polimorfismos de los genes TLR1
(rs4833095, rs5743618 y rs5743596), TLR2 (rs3804099, rs13105517 vy
rs5743709) y TLR6 (rs5743810, rs2381288 y rs3775073) y la esquizofrenia

comparado con un grupo de controles sanos.

2) Realizar un andlisis de haplotipos de las variantes de los genes TLR1, TLR2
y TLR6 en pacientes con esquizofrenia comparado contra un grupo de
controles sanos

3) Realizar un estudio de interaccion gen-gen (GxG) entre TLR1, TLR2y TLR6

en pacientes con esquizofrenia y sujetos control.

4) Analizar la relacion entre las variantes polimorficas de los genes analizados

con la respuesta al tratamiento farmacolégico con antipsicéticos.

METODOLOGIA

Descripcion de la muestra

Muestra de casos

La muestra incluyé a 300 pacientes provenientes de la clinica de esquizofrenia del

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz (INPRFM).
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Criterios de inclusion de pacientes

Pacientes hombres y mujeres mayores de 18 afos, de nacionalidad y ascendencia
mexicana, con diagndstico psiquiatrico principal para esquizofrenia de acuerdo con
los criterios del Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-
5), que aceptaran participar voluntariamente en el estudio mediante la firma de la
carta de consentimiento informado. Que los pacientes tuvieran tratamiento con

antipsicoticos de primera o de segunda generacion.
Criterio de exclusion de pacientes

Que el paciente presentara enfermedad inmunolégica, no haber aceptado
proporcionar una muestra de sangre periférica y haber retirado el consentimiento

voluntario para participar en el estudio.
Muestra de controles

Las muestras se obtuvieron del banco de ADN gendémico (ADNg) del Departamento

de Farmacogenética del INPRFM.
Criterios de inclusion de controles

Hombres y mujeres con una edad minima de 20 afos, de nacionalidad y
ascendencia mexicana, que mediante una entrevista psiquiatrica se comprobé ser
sanos mentalmente, no haber presentado antecedentes heredofamiliares de ningun
trastorno psiquiatrico y aceptad participar en el estudio mediante la firma de la carta

de consentimiento informado.
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Criterios de exclusion de controles

Haber presentado o tener antecedentes familiares de alguna enfermedad
inmunoldgica, no haber proporcionado una muestra sanguinea o que negara el

consentimiento voluntario para participar en el estudio.
Respuesta al tratamiento con antipsicéticos

Para la clasificacién de pacientes respondedores y no respondedores se determiné
como respondedores a los pacientes que presentaron una reduccion del 50% de la
calificacién basal de la sintomatologia a los 6 meses de recibir tratamiento
antipsicético. La no respuesta se definidé para los sujetos que presentaron una
reduccion menor del 50% de la sintomatologia a los 6 meses de tratamiento. La
medicién de la sintomatologia psicética se realizé mediante la aplicacién de la

escala PANSS (Kay et al. 1987).
Analisis genético
Extraccion de ADNg

La extraccion se realiz6 a partir de 10 mL de sangre periférica recolectada en tubos
vacutainer con EDTA. Las muestras sanguineas se centrifugaron a 2000 g a 4°C
por 10 min para la obtencién de leucocitos (buffy coat). Posteriormente, se obtuvo
el ADN utilizando el kit FlexiGene (Qiagen). El ADNg se disolvié en TRIS-EDTA y
se almacend a 4°C hasta su uso. La concentracion de DNAg total se determiné

espectrofotométricamente a 260nm con el equipo NanoDrop 2000 (Thermo
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Scientific). Finalmente se prepararon las muestras stock a una concentracion de

500 ng/uL y las muestras de trabajo a 50 ng/uL.
Genotipificacion por PCR en Tiempo Real

La genotipificacion de los polimorfismos rs4833095, rs5743596, rs4833093 del gen
TLR1; rs3804099, rs7656411, rs5743709 del gen TLR2; y rs5743810, rs3775073,
rs5743827 del gen TLRG, se llevé a cabo mediante discriminacion alélica por PCR
en tiempo real (Applied Biosystems StepOne™), con sondas TagMan®. El volumen
final de reaccién fue de 7 uL: 2 uL de DNAg, 2.5 uL de Master Mix Il, 2.367 uL de
agua para PCR (Lonza) y 0.125 uL de sonda TagMan® 40X. Las caracteristicas de
las sondas y el numero de ensayo se representan en la tabla 1. El protocolo de la
reaccion consistido en una fase de mantenimiento a una temperatura de 95°C por
10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 15 segundos y
un minuto de alineacién y extension a 60°C. La amplificacioén se llevo a cabo con el
equipo 7500 Real Time PCR System con el software SDS v2.1 (Applied Biosystems

StepOne™).
Analisis de frecuencias de genotipos y alelos

El analisis de genotipos y alelos se llevd a cabo mediante el programa Epidat
(Analisis epidemioldogico de datos, version 4.2), con el cual se realizd la
comparacion de las frecuencias de las 9 variantes polimorficas correspondientes a

los genes TLR1, TLR2 y TLR6 entre pacientes y controles.
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Del mismo modo, se analiz6 la frecuencia de genotipos y alelos de los pacientes
respondedores al tratamiento con antipsicéticos, en comparacioén con los que no

responden.
Analisis de haplotipos

Se analizdé si las variantes polimorficas se encontraban en desequilibrio de
ligamiento (DL), mediante el programa Haploview 4.2 entre los polimorfismos
rs4833095, rs5743596 y rs4833093 para el gen TLR1, rs3804099, rs7656411 y
rs5743709 para el gen TLR2, y rs5743810, rs3775073 y rs5743827 para el gen
TLRG. La frecuencia de haplotipos se analizé con el programa THESIAS (Testing

Haplotype Effects In Association Studies).
Analisis gen-gen (GXG)

El analisis de interaccion GXG se llevo a cabo mediante el programa Multifactor
Dimensionality Reduction (MDR) version 3.0.2 y el programa Permutation Testing
version 1.0 beta, como se describe en el trabajo realizado por Sanabrais Jiménez

y colaboradores (2019).

Analisis estadistico

Para el analisis de las caracteristicas clinicas, se utilizo la prueba estadistica de
chi-cuadrada (x?) para analizar las frecuencias de género. Las caracteristicas
clinicas de edad y edad de inicio del trastorno fueron evaluadas por medio de t de
student entre los pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento con

antipsicoticos. Se considero una significancia con valores de p<0.05.
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Para el analisis de frecuencias de genotipos y alelos de cada uno de los SNP de
cada gen se realizd una prueba estadistica de chi-cuadrada (x2) en tablas de
contingencia de 2x2 y 2x3 con el programa EPIDAT (Analisis Epidemiologico de
Datos Tabulados) entre los grupos de pacientes con esquizofrenia y controles. Para
determinar que nuestra muestra no estuvo afectada por presion de seleccion o

mutaciones, se determiné el equilibrio de Hardy Weinberg con una p<.05.

Las caracteristicas clinicas se evaluaron por medio de una prueba t de Student

entre los pacientes diagnosticados con esquizofrenia contra los sujetos controles.

Se analizdé la presencia de desequilibrio de ligamiento entre las variantes
polimoérficas de cada gen, en caso positivo se realizé el analisis por haplotipos

mediante el programa Haploview 4.2.

RESULTADOS

La muestra incluyo a 300 pacientes con diagndstico principal de esquizofrenia, de
los cuales 189 (63%) fueron hombres y 111 (37%) mujeres. Con respecto a los
controles, se incluyeron 300 participantes de los cuales 124 (41%) fueron hombres
y 176 (59%) mujeres. La muestra de pacientes se dividido entre pacientes que
responden y no responden al tratamiento con antipsicéticos, de acuerdo con los
resultados obtenidos de la escala PANSS, donde sus caracteristicas clinicas se

muestran en la tabla 2.

Se observd una asociacion con la edad de inicio y la respuesta farmacoldgica,

mostrando que los pacientes que responden al tratamiento presentan una edad de
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inicio de esquizofrenia mas tardia, en comparacién con los pacientes que no

responden al tratamiento.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de los pacientes
respondedores y no respondedores

oL Respondedores | No respondedores .
Caracteristicas (n=120) (n=80) Estadisticos
Mujeres, n (%) 39 (68) 26 (76)
x2= 0.0001 p=1.000
Hombres, n (%) 81(32) 54 (24)
Edad (afios; media*DE) 38.5+1 40.2+ 1.2 t=1.060 p=0.2905
Edad de inicio (afios; mediatDE) 21+ 8 19.5+4.7 t=2.916 p=0.0001

DE: Desviacion estandar

Analisis genético

Analisis de frecuencias de genotipos y alelos de los genes TLR1,
TLR2 y TLR6 'y su asociacion con el desarrollo de esquizofrenia

La frecuencia de genotipos y alelos de los polimorfismos rs4833095, rs5743596 y

rs4833093 del gen TLR1 se muestran en la tabla 3. Las variantes se encuentran en

equilibrio de Hardy Weinberg (>=1.9121, 1gl, p= 0.1667; x*=0.3364, 1gl, p= 0.3364;

¥=0.0768, 1gl, p= 0.7816, respectivamente). La comparacién entre pacientes y

controles del polimorfismo rs4833093, muestra diferencias significativas con

respecto a la frecuencia de genotipos (*=12.3237, 2gl, p= 0.0021) y alelos

(x*=5.7594, 1qgl, p= 0.0164), observandose una mayor frecuencia del alelo G en

pacientes con esquizofrenia.
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Tabla 3. Frecuencia de genotipos y alelos de los polimorfismos del gen TLR1

en pacientes comparados contra sujetos control.

Genotipos > Alelos >
rs4833095 cc cT T X o] C T X o]
Pacientes 93 135 72 321 279
= .31 4 .24 . A7

n= 300 (0.31) (0.45) | (024) 0.9261 | 0.9651 (0.53) | (047 0.9651 | 0.3259
Controles 83 138 79 304 296

n= 300 (0.28) (0.46) | (0.26) (0.51) | (0.49)
rs5743596 GG GA AA G A
Pacientes 250 45 5 545 55

n= 300 (0.839) (0.15) | (0.02) 3.2943 | 0.1926 (0.91) | (0.09) 0.0407 | 0.8401
Controles 248 51 1 547 53

n= 300 (0.83) (0.16) | (0.01) (0.91) | (0.09)
rs4833093 GG GT TT G T
Pacientes 241 47 12 529 71

n= 300 (0.80) (0.16) | (0.04) 12.3237 | 0.0021 (0.88) | (0.12) 57504 | 0.0164*
Controles 209 82 9 ) ) 500 100 ) )

n= 300 (0.70) (0.27) | (0.03) (0.83) | (0.17)

*OR=1.5, 95%IC (1.074- 2.068)

Posteriormente se realizé la genotipificacion de los polimorfismos rs3804099,

rs7656411y rs5743709 del gen TLR2. En la tabla 4 se muestran las frecuencias de

genotipos y alelos en pacientes y controles. Las variantes polimoérficas analizadas

se encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg (y>=1.2784, 1gl, p= 0.2581;

¥=3.3994, 1gl, p=0.0652; 4>=1.2592, 1gl, p= 0.2618, respectivamente). Al hacer la

comparacion entre

los grupos,

la variante

rs5743709 mostré diferencias

significativas en la frecuencia de genotipos (x>=23.8602, 2gl, p= 0.0001) y alelos

(x>=6.9825, 1gl, p= 0.0082), mientras que la variante rs3804099 y rs7656411 no

mostro diferencias entre los grupos de comparacion.
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Tabla 4. Frecuencia de genotipos y alelos de los polimorfismos del gen TLR2
en pacientes comparados contra sujetos control.

Genotipos o Alelos o
rs3804099 T TC cc X p T c X p
Pacientes 142 119 39 403 197
n= 300 (0.47) | (0.40) | (0.13) 0.1876 | 0.9105 (0.67) | (0.33) 0.0038 | 0.9510
Controles 139 124 37 402 198
n= 300 (0.46) | (0.41) | (0.12) (0.67) | (0.33)
rs5743709 | GG GA AA G A
Pacientes 144 149 7 437 163
n= 300 (0.48) | (0.50) | (0.02) (0.73) | (0.27)
23. . 1 .982 .0082*
Controles 192 92 16 3.860 | 0.000 476 124 6.9825 | 0.008
n= 300 (0.64) | (0.31) | (0.05) (0.79) | (0.21)
rs7656411 TT TG GG T G
Pacientes 182 133 15 467 133
n= 300 (0.61) | (0.34) | (0.05) (0.78) | (0.22)
1.434 4 2 .654
Controles 188 92 20 349 | 0.4880 468 132 0.2009 | 0.6540
n= 300 (0.63) | (0.31) | (0.07) (0.78) | (0.22)

*OR=1.45, 95%IC (1.09- 1.88)

El siguiente paso fue realizar la genotipificacion de los polimorfismos rs5743810,
rs3775073 y rs5743827 del gen TLR6. En la tabla 5 se muestran las frecuencias de
genotipos y alelos de pacientes y controles. Las variantes polimorficas analizadas
se encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg (y>=0.6759, 1gl, p= 0.1175;
x*=0.0023, 1gl, p=0.9612; >=0.4340, 1gl, p= 0.5100, respectivamente). Al hacer la
comparacién entre los grupos, la variante rs3775073 mostré diferencias
significativas en la frecuencia de genotipos (y>=12.6276, 2gl, p= 0.0018) y alelos
(x*=10.1417, 1gl, p= 0.0014), mientras que la variante rs5743810 y rs5743827 no

mostro diferencias entre los grupos de comparacion.
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Tabla 5. Frecuencia de genotipos y alelos de los polimorfismos del gen TLR6

en pacientes comparados contra sujetos control.

Genotipos o Alelos o
rs5743810 GG GA AA X p G A X p
Pacientes 230 67 3 527 73
n=300 (0.77) | (0.22) | (0.01) 4.4669 | 0.1072 (0.88) | (0.12) 0.2009 | 0.6540
Controles 240 52 8 532 68
n= 300 (0.80) | (0.17) | (0.03) (0.89) | (0.11)
rs3775073 TT TC cC T C
Pacientes 104 125 71 333 267
n= 300 (0.35) | (0.42) | (0.24) (0.55) | (0.45)
12.6276 | 0.0018 10.1417 | 0.0014*
Controles 125 137 38 387 213
n= 300 (0.42) | (0.46) | (0.13) (0.64) | (0.36)
rs5743827 | CC CT TT C T
Pacientes 251 43 6 545 55
n= 300 (0.84) | (0.14) | (0.02) (0.91) | (0.09)
2.7287 2 1. .21
Controles 237 58 5 8 0.2585 532 68 5335 | 0.2156
n= 300 (0.79) | (0.19) | (0.02) (0.89) | (0.11)

*OR=1.47, 95%IC (1.30- 2.30)

Analisis por haplotipos de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 y su asociacion

con el desarrollo de esquizofrenia

En la figura 4, se muestra el desequilibrio de ligamiento (LD) entre los polimorfismos

rs4833095, rs5743596 y rs4833093 del gen TLR1 en pacientes y controles. El

analisis indica que las variantes polimoérficas no se encuentran en LD (D'= 0.723,

r’=0.311), lo cual nos indica que estas variantes estan sujetas a procesos de

recombinacion.
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rs4833003
rs4833005
rs5743596

Block 1 {12 ki
1 2

Figura 4. Estructura de los bloques de LD del gen TLR1. El numero dentro del diamante hace
referencia al parametro D’ entre cada una de las regiones, la cual tiene que tener un valor >80
para considerar un LD. La direccion de la transcripcion del gen es de izquierda a derecha

Analisis de haplotipos del gen TLR2 y su asociacion con el desarrollo
de esquizofrenia

En la figura 5, se muestra el LD entre los polimorfismos rs3804099, rs5743709 y
rs7656411 del gen TLRZ2 en pacientes y controles, el cual nos muestra que las
variantes polimorficas rs3804099 y rs5743709 se encuentran en LD (D'=0.843,

r’=0.11), al igual que las variantes rs5743709 y rs7656411 (D'=0.856, r>=0.06)

rs3804099
rs6743709
rs7656411

Elock 1 (2 kh)
1 2
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Figura 5. Estructura de los bloques de LD del gen TLR2. El numero dentro de los diamantes hace
referencia al parametro D’ entre cada una de las regiones. La direccion de la transcripcion del gen

es de izquierda a derecha

El bloque compuesto por la variante rs3804099 y rs5743709, presenté cuatro

haplotipos; sin embargo, ninguno mostré6 asociacion con el desarrollo de

esquizofrenia (Tabla 6). Por otra parte, el bloque compuesto por la variante

rs5743709 y rs7656411 presentd cuatro combinaciones de haplotipos, de las

cuales, la combinacion AT mostr6 una mayor frecuencia en pacientes en

comparacién con los sujetos control (Tabla 7).

Tabla 6

. Analisis de haplotipos entre las variantes del gen TLR2 de

pacientes con esquizofrenia comparado con sujetos control.

Haplotipos Frecuencias
OR (95%CIl) Valor de
rs3804099 rs5743709 Pacientes Controles p

T G 0.0138 0.4658 Referencia

T A 0.2481 0.2041  0.72(0.5-1.0) 0.0562
Cc G 0.3047 0.3275 0.99(0.7-1.3) 0.9773
Cc A 0.0235 0.0024  0.23 (0.0-2.7) 0.7930

Tabla 7. Analisis de haplotipos entre las variantes del gen TLR2 de

pacientes con esquizofrenia comparado con sujetos control.

Haplotipos Frecuencias
OR (95%Cl) Valor de
rs5743709 rs7656411 Pacientes Controles p
G T 0.5205 0.5754 Referencia
G G 0.2077 0.2178 0.95(0.7-1.3)  0.7832
A T 0.2577 0.2045 1.44 (1.22-2.0) 0.019*
A G 0.0139 0.0021 0.33 (0.0-1.0)  0.8053
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Analisis de haplotipos del gen TLR6 y su asociacién con el desarrollo
de esquizofrenia

En la figura 6, se muestra el LD entre los polimorfismos rs5743810, rs3775073 y
rs5743827 del gen TLR6 en pacientes y controles, el cual nos muestra que las
variantes polimorficas rs3775073 y rs5743810 se encuentran en LD (D'=0.817, r>=

0.11).

rs5743827
1s3775073 -
rs5743810

Block 1 {0 kb
2 3

43

71

Figura 6. Estructura de los bloques de LD del gen TLR6. El numero dentro de los diamantes hace
referencia al parametro D’ entre cada una de las regiones. La direccién de la transcripcion del gen
es de izquierda a derecha

En la tabla 8 se observan las combinaciones de haplotipos compuestos por las
variantes rs3775073 y rs5743810 del gen TLR6. No se observaron diferencias
significativas entre las frecuencias de haplotipos entre pacientes contra controles

(Tabla 8).
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Tabla 8. Analisis de haplotipos entre las variantes del gen TLR6 de
pacientes con esquizofrenia comparado con sujetos control.

Haplotipos Frecuencias
OR (95%Cl) Valor de
rs5743810 rs3775073 Pacientes Controles o]
G T 0.4785 0.5351 Referencia
G (o3 0.3998 0.3515 0.82 (0.64-1.06) 0.1377
A T 0.0764 0.1098 1.24 (0.78-1.97) 0.3443
A (o3 0.0451 0.0034  0.15(0.009-26.56) 0.4771

Analisis de interaccion GxG y la asociacion con el desarrollo de
esquizofrenia

Posteriormente se llevo a cabo el analisis de interaccion GxG entre TLR1, TLR2 y
TLR6 y su asociacion con el desarrollo de esquizofrenia. En la tabla 9 se observan
los modelos de interaccion proporcionados por el programa MDR, el cual muestra
una interaccion genética entre la variante rs4833093 del gen TLR1 y la variante
rs5743709 del gen TLRZ2. Dicha interaccion confiere 2.72 veces mas riesgo a

desarrollar esquizofrenia [OR=2.72, 95% IC (1.91- 3.87)].

En la tabla 10 se muestran las combinaciones de genotipos de las variantes de los

genes TLR1, TLR2 y TLR6 y la prediccion del riesgo a desarrollar esquizofrenia.
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Tabla 9. Modelos de interacciéon GxG entre los genes TLR1, TLR2 y TLR6 en
pacientes con esquizofrenia

Modelo EP CcvC OR (95%IC) p
TLR1 (3), TLR2 (3) 0.6017 10/10 2.72 (1.91- 3.87) 0.0001
TLR1 (1), TLR6 (2,3) 0.5867  8/10 2.94 (2.11- 4.09) ns*
TLR1 (1), TLR2 (1), TLR6 (2,3) 0.5467  8/10 3.64 (2.59- 5.13) ns
TLR1 (1), TLR2 (1,2), TLR6 (2,3) 0.545 4/10 5.03 (3.55- 7.11) ns
TLR1 (1,3), TLR2 (1,3), TLR6 (2,3) 0.5283 6/10 7.09 (4.94- 10.15) ns
TLR1 (1,3), TLR2 (1,2,3), TLR6 (1,2) 0.5017  6/10 13.07 (8.56- 19.97) ns

TLR1 (1,3), TLR2 (1,2,3), TLR6 (1,2,3) 0.5133 710 17.68 (11.55- 27. 06) ns
TLR1 (1,2,3), TLR2 (1,2,3), TLR6 (1,2,3) 0.5283 10/10 2442 (15.70- 37.98) ns
EP= Exactitud de la prueba; CVC= Consistencia de la validacion cruzada; 1000 permutaciones. Modelo de

interaccion en esquizofrenia. TLR1: rs4833095 (1); rs5743596 (2); rs4833093 (3). TLR2: rs3804099 (1);
rs7656411 (2); rs5743709 (3). TLR6: rs5743810 (1); rs3775073 (2); rs5743827 (3). ns= no significativo

Tabla 10. Combinaciones de las variantes de los genes
TLR1 y TLRZ2 en el desarrollo de esquizofrenia.

Combinaciones . .
s4833093 rs5743709 Pacientes | Controles | Prediccién
T GA 5 2 25

GG GA 124 61 2.0328

Analisis genético de pacientes respondedores y no respondedores al
tratamiento

De la muestra total de pacientes (n=300) se obtuvo la informacién de la escala
PANSS de solo 200 pacientes, los cuales se incluyeron para el analisis genético de
la respuesta farmacoldgica. De acuerdo con la escala, la muestra se dividié en
pacientes respondedores al tratamiento (n=120) y no respondedores al tratamiento

(n=80).

Al realizar el analisis de genotipos y alelos entre pacientes respondedores contra

no respondedores de las variantes rs4833095, rs5743596 y rs4833093 del gen
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TLR1 (Tabla 11), no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de

comparacion.

Tabla 11. Frecuencia de genotipos y alelos de los polimorfismos del gen TLR1 en
pacientes que responden o no a los antipsicoéticos.

14833095 =< Geng:!pos — 2 - cAIeIosT 2 -
Respondedores 35 56 29 126 114
n= 120 (0.29) | (0.47) | (0.24) (0.53) | (0.48)
No 1.1087 | 0.5744 0.9695 | 0.3248
respondedores 29 34 7 92 68
n= 80 (0.36) | (0.43) | (0.21) (0.58) | (0.43)
rs5743596 GG GA AA T C
Respondedores 102 17 1 221 19
n= 120 (0.85) | (0.14) | (0.01) (0.92) | (0.08)
3.4471 | 0.1784 3.4754 | 0.0623
res orz\tljc;dores 61 16 3 138 22
pn= 80 (0.76) | (0.20) | (0.04) (0.86) | (0.14)
rs4833093 GG GT TT C T
Respondedores 96 19 5 211 29
n= 120 (0.80) | (0.16) | (0.04) (0.88) | (0.12)
No 1.4756 | 0.4782 0.4224 | 0.5157
respondedores 68 8 4 144 16
n= 80 (0.85) | (0.10) | (0.05) (0.90) | (0.10)

Posteriormente se realizé la genotipificacion de los polimorfismos rs3804099,

rs7656411 y rs5743709 del gen TLR2 de pacientes respondedores y no

respondedores. En la Tabla 12 se muestran las frecuencias de genotipos y alelos

de pacientes que responden y que no responden al tratamiento farmacoldgico con

antipsicéticos. Al hacer la comparacion entre los grupos, la variante rs5743709

mostro diferencias significativas en la frecuencia de genotipos (*=15.7200, 24|,

p=0.0004)y alelos (y*=4.1954, 1gl, p=0.0405), mientras que las variantes rs3804099

y rs7656411 no mostraron diferencias entre los grupos de comparacion.
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Tabla 12. Frecuencia de genotipos y alelos de los polimorfismos del gen TLR2 en
la respuesta a los antipsicéticos.

Genotipos o Alelos o
rs3804099 T TC cc X p T c X p
Respondedores 55 51 14 126 114
n= 120 (0.46) | (0.42) | (0.12) (0.53) | (0.48)
No 1.2366 | 0.5389 0.0915 0.7623
respondedores 38 29 13 92 68
pn= 80 (0.48) | (0.36) | (0.16) (0.58) | (0.43)
rs7656411 TT TG GG T G
Respondedores 66 50 4 221 19
n= 120 (0.55) | (0.42) | (0.03) (0.92) | (0.08)
No 3.8955 | 0.1426 0.1488 0.6996
respondedores 50 24 6 138 22
P _ (0.63) | (0.30) | (0.08) (0.86) | (0.14)
n= 80
rs5743709 GG GA AA G A
Respondedores 47 73 0 167 73
n= 120 (0.39) | (0.61) (0) (0.70) | (0.30)
15.72 .0004 4.1954 | 0.0405
res o::ic;dores 49 28 3 2720 | 0000 126 34
pn: 80 (0.61) | (0.35) | (0.04) (0.79) | (0.21)

El siguiente paso fue realizar la genotipificacion de los polimorfismos rs5743810,

rs3775073 y rs5743827 del gen TLR6. En la Tabla 13 se muestran las frecuencias

de genotipos y alelos de pacientes respondedores y no respondedores al

tratamiento. Al hacer la comparacion entre los grupos, ninguna de las tres variantes

mostré diferencias significativas.
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Tabla 13. Frecuencia de genotipos y alelos de los polimorfismos del gen TLR6 en
pacientes respondedores y no respondedores a los antipsicoticos.

15743810 e Genngos v 2 - GAIeIosA 2 -
Respondedores 94 26 0 214 26
n= 120 (0.78) | (0.22) | (0) (0.89) | (0.11)
No 0.0049 | 0.9440 0.0043 | 0.9474
respondedores 63 17 0 143 17
n= 80 (0.79) | (0.21) | (0O) (0.89) | (0.11)
rs3775073 TT TC CcC T C
Respondedores 55 51 14 161 79
n= 120 (0.46) | (0.43) | (0.12) (0.67) | (0.33)
No 1.2366 | 0.5389 0.0915 | 0.7623
respondedores 38 29 13 105 55
n= 80 (0.48) | (0.36) | (0.16) (0.66) | (0.34)
rs5743827 CcC CT TT C T
Respondedores 101 17 2 219 21
n= 120 (0.84) | (0.14) | (0.02) (0.91) | (0.09)
0.3503 | 0.8393 0.3886 | 0.5331
respo::ic;dores 65 13 2 143 17
n= 80 (0.81) | (0.16) | (0.03) (0.89) | (0.11)

Analisis de haplotipos de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 y su asociacion
con la respuesta farmacologica al tratamiento con antipsicoticos.

En la figura 7, se muestra el LD entre los polimorfismos rs4833095, rs5743596 y
rs4833093 del gen TLR1 en pacientes que responden y no responden al tratamiento
farmacoldgico. El analisis indica que las variantes polimorficas rs4833095 y
rs5743596 se encuentran en LD (D= 0.916, r>=0.08), lo cual indica que estas

variantes se transmiten de manera conjunta en la poblacion.

En la tabla 14 se muestran las cuatro combinaciones de haplotipos conformados
por la variante rs4833095 y rs5743596, sin embargo, ninguna combinacion mostro
una asociacion con ser respondedor o no al tratamiento farmacolégico con

antipsicaoticos.
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Figura 7. Estructura de los bloques de LD del gen TLR1. El numero dentro de los diamantes hace
referencia al parametro D’ entre cada una de las regiones. La direccion de la transcripcion del gen
es de izquierda a derecha.

Tabla 14. Analisis de haplotipos del gen TLR1 en pacientes respondedores y no
respondedores al tratamiento con antipsicéticos.

Haplotipos Frecuencias
OR (95%Cl) Valor de
rs4833095 rs5743596 Respondedores No respondedores p
T G 0.4738 0.4169 Referencia
C G 0.4470 0.4455 1.09 (0.7-1.6) 0.6548
C A 0.0780 0.1294 1.74 (0.8-3.5)  0.9998
T A 0.0011 0.0080 1.19 (0.0-100)  0.9999

En la Figura 8, se muestra el LD entre los polimorfismos rs3804099, rs5743709 y
rs7656411 del gen TLRZ2 en pacientes que responden y no responden al tratamiento
farmacolodgico. El analisis indica que las variantes polimoérficas no se encuentran en
LD (D= 0.623, r?=0.237; D'=0.732, r’>= 0.099; D= 0.774, r’>= 0.067), lo cual indica

que estas variantes estan sujetas a procesos de recombinacion.
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rs7656411

Block 1 (2 kh)
1 2

Figura 8. Estructura de los bloques de LD del gen TLR2. El numero dentro de los diamantes hace
referencia al parametro D’ entre cada una de las regiones. La direccion de la transcripcion del gen
es de izquierda a derecha.

Con respecto a la figura 9, se muestra el LD entre los polimorfismos rs5743827,
rs3775073 y rs5743810 del gen TLR6 en pacientes que responden y no responden
al tratamiento farmacoldgico. El analisis indica que las variantes polimoérficas no se
encuentran en LD (D’= 0.065, r’>= 0.001; D'= 0.039, r>=0.5; D'=0.495, r>=0.98), lo

cual indica que estas variantes estan sujetas a procesos de recombinacion.
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b | = —
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Figura 9. Estructura de los bloques de LD del gen TLR6. El numero dentro de los diamantes hace
referencia al parametro D" entre cada una de las regiones. La direccion de la transcripcion del gen
es de izquierda a derecha.
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Analisis de interaccion GxG y su asociacion con la respuesta
farmacologica en pacientes con esquizofrenia.

En la tabla 15, se muestra el analisis de interaccion GxG entre todos los
polimorfismos analizados de los genes TLR1, TLR2 y TLR6, el cual no mostré
asociacion con ser respondedor o no al tratamiento farmacolégico con

antipsicoticos.

Tabla 15. Modelos de interaccion GxG entre los genes TLR1, TLR2y TLR6 en
pacientes con esquizofrenia que responden o no al tratamiento farmacoloégico.

Modelo EP  CVC OR (95%IC) p
TLR1 (3), TLR2 (3) 05042  5/10 3.54 (1.82- 6.90) s
TLR1 (1), TLR6 (2,3) 0.525  4/10 4.36 (2.35- 8.09) s
TLR1 (1), TLR2 (1), TLR6 (2,3) 05417 410 .90 (3.67- 12.97) s
TLR1 (1), TLR2 (1,2), TLR6 (2,3) 04833  3/10 11,05 (5.65- 21.60) s
TLR1 (1,3), TLR2 (1,3), TLR6 (2,3) 04979 510 2867 (11.9-68.7) s
TLR1 (1,3), TLR2 (1,2,3), TLR6 (1,2) 0.5 6110 5493 (21.2-142.3) -
TLR1(1,3), TLR2(1,2,3), TLR6 (1,2,3)  0.5042 410 950 (31.1- 289.4) s
TLR1(1,2,3), TLR2(1,2,3), TLR6 (1,23)  0.5271  10/10 1330 (42.4- 416.5) o

EP= Exactitud de la prueba; CVC= Consistencia de la validacién cruzada; 1000 permutaciones. Modelo de
interaccion en esquizofrenia. TLR1: rs4833095 (1); rs5743596 (2); rs4833093 (3). TLR2: rs3804099 (1);
rs7656411 (2); rs5743709 (3). TLR6: rs5743810 (1); rs3775073 (2); rs5743827 (3). *ns= no significativo
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DISCUSION

La esquizofrenia es un trastorno complejo en el cual interactuan distintos factores
como los ambientales y los bioldgicos, entre los que podemos encontrar a los
genéticos. Con base en la evidencia biologica sobre la existencia de alteraciones
en diversas moléculas involucradas en la respuesta inmune en pacientes con
esquizofrenia es importante analizar la asociacion entre posibles genes candidatos
y la esquizofrenia. Hasta la fecha, se han realizado diversos estudios que analizan
multiples genes ajenos a la via inmunoldgica y su implicacién con el desarrollo de
esquizofrenia; sin embargo, los resultados no son concluyentes. Es importante
mencionar que ya que el efecto que podria ejercer un solo gen es pequefo, los
estudios de asociacidon deben incluir multiples genes, y de esta manera aportar mas

informacion sobre el desarrollo de la esquizofrenia.

Con respecto al estudio farmacogenético de la respuesta a antipsicoticos, existe
muy poca reproducibilidad de los hallazgos reportados, lo cual puede ser producto
de las diferentes definiciones de respuesta entre los estudios. Los analisis
genéticos requieren tener fenotipos que permitan tener grupos homogéneos y bien
caracterizados. Este tipo de estudios son necesarios para relacionar a un gen con
el fenotipo de interés, ya que en la respuesta farmacoldgica estan involucrados
distintos factores genéticos (Gardner et al. 2014). De acuerdo con lo reportado en
la literatura, este es el primer estudio de asociacion genética que involucra a los
genes TLR1, TLR2 y TLR6 con la etiologia de la esquizofrenia y con la respuesta

farmacoldgica a los antipsicaoticos.
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Con respecto a nuestro analisis de asociacion genética, el gen TLR1 mostrd estar
asociado con el desarrollo de esquizofrenia, ya que nuestros datos indican una
mayor frecuencia del genotipo GT del polimorfismo rs4833093 en pacientes en
comparacién con los controles. Los datos obtenidos indican que los sujetos que
presentan el alelo G de este polimorfismo tienen 1.5 veces mas riesgo a desarrollar
esquizofrenia. Hasta la fecha no se han realizado otros estudios de asociacion que
involucren a la variante rs4833093 del gen TLR1 con la esquizofrenia. De forma
similar, el gen TLR2 mostrd una asociacion con el desarrollo de esquizofrenia, ya
que se observé una mayor frecuencia del genotipo GA del polimorfismo rs5743709
en los pacientes en comparaciéon con los controles. Asi, en los sujetos que
presentan una mayor frecuencia del alelo A de la variante rs5743709 aumenta 1.4

veces mas el riesgo a desarrollar esquizofrenia.

Los resultados mencionados anteriormente nos muestran el papel que desempena
cada polimorfismo individualmente, por lo cual, fue necesario realizar analisis
adicionales para observar cémo los polimorfismos de cada gen se comportan de
manera conjunta. Para ello se realizé un analisis de haplotipos para conocer, en
primera instancia, si los SNPs se segregan de manera conjunta de generacién en
generacion mediante la obtencion del LD. Si nuestro resultado es positivo, podemos
proseguir con la obtencion de frecuencias de los haplotipos como se muestra a
continuacién. El haplotipo AT conformado por las variantes rs5743709 y rs7656411
del gen TLR2 mostr6 una mayor frecuencia en pacientes, lo que aumenta 1.44
veces mas el riesgo a desarrollar esquizofrenia. Por su parte, el gen TLR6 mostrd
también estar asociado con el desarrollo de esquizofrenia, con una mayor

frecuencia del genotipo CC en pacientes en comparacién con los controles, al igual
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que una mayor frecuencia del alelo C en pacientes, lo que aumenta 1.47 veces mas

el riesgo a desarrollar esquizofrenia.

Los hallazgos obtenidos en el presente estudio sugieren que estas variantes
polimérficas podrian alterar los niveles de expresion de los receptores estudiados.
Mediante la base de datos de la Universidad de California Santa Cruz (UCSC
Genome Browser, 2002) se visualizé la ubicacion intragénica de los polimorfismos
analizados y se encontrd que la variante rs4833093 esta ubicada en una region de
enhancer del gen TLR1, lo cual podria estar asociado con alteraciones en la
expresion. Por otra parte, las variantes rs5743709 del gen TLR2 y rs3775073 del
gen TLR6 son variantes que codifican para el mismo aminoacido; sin embargo, los
codones son diferentes. Un estudio realizado por Presnyak y colaboradores (2015)
propone que la estabilidad del RNA mensajero se ve favorecida al tener una mayor
cantidad de codones 6ptimos que no éptimos. Con base en el estudio de Presnyak,
el cambio de coddn producido por los polimorfismos rs5743709 y rs3775073 genera
codones no 6ptimos, lo que podria hacer que el RNA mensajero sea mas inestable
y provoque asi alteraciones en la expresion génica. Esto podria ser una explicaciéon
para los hallazgos reportados por Kozlowska y colaboradores (2019), el cual mostré
una disminucién en la expresién de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 en pacientes
con esquizofrenia, en comparacién con sujetos control. Por lo tanto, se sugiere que
SNPs ubicados en estos genes podrian estar alterando la expresion génica de los

receptores de interés.

Respecto al estudio de interaccion GxG, se observé un efecto epistatico entre los
genes TLR1y TLRZ2 lo cual concuerda con lo reportado sobre los receptores TLR1

y TLR2, ya que tienden a formar heterodimeros para la interaccion especifica de
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diversos ligandos (Chen et al. 2019). Posiblemente, la presencia de SNPs en los
genes que codifican a estos receptores, modifiquen la afinidad que se tiene por
DAMPs producidos en pacientes con esquizofrenia o por moléculas adaptadoras
encargadas de mediar la transduccion de sefiales para la activacién de la respuesta
inmune innata. Del mismo modo, se puede ver alterada la formacion de
heterodimeros entre los receptores TLR1 y TLR2 de tal manera que se modifique
la cantidad necesaria para la identificacion de DAMPs especificos en pacientes con
esquizofrenia. Por otra parte, las variantes asociadas en el presente estudio podrian
formar haplotipos con otras variantes raras no analizadas, las cuales podrian ser
causales o conferir un riesgo mayor al desarrollo de esquizofrenia. Para determinar

esto es necesario continuar con la investigacion en este tema.

De acuerdo con los resultados obtenidos sobre la respuesta al tratamiento con
antipsicéticos, ninguna de las tres variantes del gen TLR1 ni del gen TLR6
mostraron una asociacion con la respuesta al tratamiento con antipsicoticos. Sin
embargo, la variante rs5743709 del gen TLR2 mostré una mayor frecuencia del
genotipo GA en pacientes respondedores en comparacion con los no
respondedores. La respuesta al tratamiento es un fenotipo complejo que requiere
una evaluacion precisa. La identificacion de caracteristicas clinicas que reducen la
heterogeneidad podria incrementar la posibilidad de identificar las variantes

genéticas involucradas en la respuesta al tratamiento (Squassina et al. 2010).

El presente estudio proporciona evidencia sobre una asociacion entre genes que
no habian sido analizados hasta la fecha y que participan en la respuesta inmune
innata, apoyando la hipotesis inmunoldgica en la etiologia de la esquizofrenia y en

la respuesta farmacologica; sin embargo, es importante analizar otras variantes de

49



estos y otros genes y observar si existe un efecto epistatico entre ellos, para poder
llegar a elucidar el papel que desempefna la respuesta inmune innata en el

desarrollo de la esquizofrenia y la respuesta farmacoldgica.

CONCLUSION

La esquizofrenia es considerada un trastorno multifactorial y tiene una alta
comorbilidad con otros trastornos psiquiatricos, lo cual dificulta la tarea de elucidar
la etiologia de este trastorno. Los factores genéticos tienen un impacto importante
en el desarrollo de la esquizofrenia, sin embargo, hay que considerar otros factores
como los ambientales que podrian influir en el desarrollo y en la respuesta

farmacologica en este padecimiento.

Hasta el momento, no se conoce con precisidn los genes que se encuentran
implicados en el desarrollo de la esquizofrenia, sin embargo, los resultados del
presente estudio sugieren fuertemente que los genes TLR1, TLR2 y TLR6 juegan
un papel importante en la etiologia de la esquizofrenia, ya que se identificaron
variantes asociadas con la enfermedad. Sin embargo, es necesario aumentar el
tamafno de muestra y analizar otros genes relacionados con la via de sefializacion
de los TLRs para llegar a una conclusion mas acertada sobre el papel de la
respuesta inmune innata en la etiologia y respuesta al tratamiento en la

esquizofrenia.
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En conclusion:

e Existe una asociacion entre variantes polimorficas de los genes TLR1, TLR2
y TLR6 con la esquizofrenia.

e Elhaplotipo AT conformado por las variantes rs5743709 y rs7656411 del gen
TLR2 mostré una mayor frecuencia en pacientes en comparacion con
controles aumentando el riesgo a desarrollar esquizofrenia.

e Existe una interaccion GxG entre TLR1 y TLRZ2, lo cual incrementa 2.72
veces mas el riesgo a desarrollar esquizofrenia.

e El gen TLRZ2 se encuentra asociado con la respuesta al tratamiento con
antipsicaoticos.

e No se encontré asociacion genética entre el gen TLR1 y TLR6 con la

respuesta al tratamiento con antipsicoticos.
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