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Resumen

La esquizofrenia es un trastorno mental cronico y discapacitante con alta
heredabilidad, en el que se han identificado, varios genes reguladores del sistema
inmunoldgico implicandolo en su fisiopatologia. El objetivo del estudio fue investigar
los niveles de expresion génica y proteica de los receptores tipo Toll (TLR) 1, 2 y 6, al
igual que la funcionalidad de estos receptores en monocitos de sangre periférica de

pacientes con esquizofrenia y sujetos control de la poblacién mexicana.

La expresion génica se evaluo mediante qPCR, y la expresidn de proteinas se analiz6
usando citometria de flujo. Los perfiles de secrecion de monocitos estimulados con
MALP2 fueron evaluados a través de ensayos inmunoprotedmicos. Nuestros
resultados indican que los pacientes con esquizofrenia portadores del genotipo GG del
rs4833093/TLR1 presentaron una expresion significativamente menor en comparacion
con los portadores del genotipo TT. Notablemente, los sujetos control con el genotipo
TT mostraron una expresion proteica mayor de TLR1, mientras que todos los pacientes
con esquizofrenia exhibieron niveles de proteina significativamente reducidos,
independientemente del genotipo. Los niveles de expresién de TLR2 y TLR6 se
encontraban disminuidos en pacientes con esquizofrenia en comparaciéon con
controles; sin embargo, el analisis de expresién por alelo no mostro diferencias entre
los grupos de comparacién. Por otra parte, los niveles proteicos de TLR2 y TLR6 no
mostraron diferencias entre controles y pacientes totales y por portacion de alelos.
Ademas, los monocitos de los pacientes con esquizofrenia mostraron perfiles de

secrecion alterados tras la estimulacion de TLR, con incrementos significativos en IL-
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18, uPAR, angiopoyetina-2 y serpin E1, y una reduccion en las moléculas MCP-1, IL-
17A, IL-24, MIF y mieloperoxidasa en comparacién con los controles. Estos hallazgos
sugieren una respuesta inmunitaria innata mediada por TLR disfuncional en los

pacientes con esquizofrenia.

Abstract

Schizophrenia is a chronic and disabling mental disorder with high heritability, in
which several immune system regulatory genes have been identified, implicating
immune dysregulation in its pathophysiology. This study aimed to investigate the gene
and protein expression levels of Toll-like receptors (TLR) 1, 2, and 6, as well as the
functionality of these receptors in peripheral blood monocytes from patients with

schizophrenia and control subjects in the Mexican population.

Gene expressions were assessed using qPCR, while protein expression was
analyzed by flow cytometry. The secretion profiles of monocytes stimulated with MALP2
were evaluated through immunoproteomic assays. Our results indicate that
schizophrenia patients carrying the GG genotype of rs4833093/TLR1 exhibited
significantly lower expression compared to TT genotype carriers. Notably, control
subjects with the TT genotype displayed higher TLR1 protein expression, whereas all
schizophrenia patients exhibited significantly reduced protein levels, regardless of
genotype. TLR2 and TLR6 gene expression levels were lower in schizophrenia patients

compared to controls; however, allele-specific expression analysis did not reveal
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differences between comparison groups. Additionally, TLR2 and TLR6 protein levels
did not differ between controls and patients, either in the total sample or when stratified

by allele carriage.

Furthermore, monocytes from schizophrenia patients exhibited altered secretion
profiles following TLR stimulation, with significant increases in IL-18, uPAR,
angiopoietin-2, and serpin E1, along with decreased levels of MCP-1, IL-17A, IL-24,
MIF, and myeloperoxidase compared to controls. These findings suggest a

dysfunctional TLR-mediated innate immune response in schizophrenia patients.
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1. Introduccion

La salud mental es esencial para el bienestar humano y esta profundamente
vinculada con la salud fisica y social. Los trastornos mentales se caracterizan por
cambios en el pensamiento, la percepcion, las emociones, el comportamiento y las
interacciones sociales. A nivel mundial, se estima que unos 450 millones de personas
padecen algun trastorno mental, aunque solo una fraccion recibe atencién y
tratamiento adecuado. En los ultimos anos, los avances en la investigacién biomédica
han mejorado la deteccion temprana y el tratamiento de estos trastornos mejorando la

calidad de vida de los pacientes (McCutcheon, 2020).

Entre los trastornos mentales, como la esquizofrenia, los trastornos del estado de
animo, trastornos de la conducta alimentaria y el déficit de atencion, se han identificado
diversos factores que incrementan el riesgo a desarrollarlos, como pueden ser factores
sociales, psicologicos y bioldgicos, entre los que destacan los factores genéticos

(Jauhar et al., 2022).

La epidemiologia genética juega un rol clave en la identificacion de factores
genéticos que influyen en el riesgo de desarrollar un trastorno mental y en la respuesta
al tratamiento farmacolégico. Hablando especificamente sobre la esquizofrenia,
diversos estudios de epidemiologia genética como los realizados en gemelos, familias
y adopcion, indican que la esquizofrenia tiene una base genética muy representativa,

mostrando una heredabilidad estimada de alrededor del 81%. (Fatemi y Clayton,



2008). Gracias a los estudios de asociacidn genética, se han identificado genes

vinculados a diversas vias bioldgicas alteradas en pacientes con esquizofrenia.

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. 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 sefalizacion de la respuesta inmune
(Pouget et al. 2019). En los ultimos afos, se ha propuesto que el sistema inmunoldgico,
desempefia un papel crucial en la fisiopatologia de la esquizofrenia (Park et al. 2015).
Los receptores tipo toll (TLRs) son receptores clave en la respuesta inmune innata, ya
que detectan patrones moleculares asociados a patégenos y patrones de dafio celular.
Evidencias recientes sugieren que alteraciones en la expresion y funcion de TLRs
podrian estar relacionadas con la patogénesis de la esquizofrenia, probablemente
mediante la regulacion de la inflamacion y otros mecanismos inmunoldgicos que

afectan el cerebro y su desarrollo (Rakoff-Nahoum et al., 2003).

Dado que los TLRs regulan respuestas inflamatorias criticas, este estudio se enfoca
en analizar el impacto de variantes genéticas en los genes TLR1, TLR2y TLR6, y como

estas variantes podrian afectar los niveles de expresion génica, proteica y la



funcionalidad de los receptores en pacientes con esquizofrenia en comparacion con

individuos sanos.

2. 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 (McCutcheon, 2020). Los sintomas positivos se caracterizan por la
presencia de pensamientos, discurso y conductas desorganizadas, ideas delirantes y
alucinaciones, 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
disminucion de la energia (WHO, 2009). Los sintomas cognitivos se caracterizan por
un déficit en el funcionamiento ejecutivo, el cual se define como la capacidad de una
persona para comprender informacién y posteriormente tomar una decision. 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 (McCutcheon, 2020; Kahn et al. 2015). Todos estos sintomas
pueden alterar las funciones sociales y mentales del individuo (Kozlowska et al. 2019),
e interferir con la vida cotidiana de la persona al provocar problemas consigo mismo y

con las personas que lo rodean (Jauhar et al. 2022).



2.1. Epidemiologia de la esquizofrenia

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, la esquizofrenia afecta a
mas de 21 millones de personas a nivel mundial, siendo mas frecuente en hombres
que en mujeres (McCutcheon, 2020). Se estima que la prevalencia general es de
aproximadamente el 1% de la poblacion mundial, lo que la clasifica como una de las
enfermedades mentales cronicas mas comunes. En términos de impacto social y
econdmico, la esquizofrenia es responsable de una carga significativa para los
sistemas de salud debido al alto costo asociado con su tratamiento y la pérdida de
productividad. Segun el informe Global Burden of Disease de 2009, la esquizofrenia
es la 12.2 causa de discapacidad mundial en comparacion con otras 310 enfermedades
psiquiatricas y no psiquiatricas (WHO, 2009). La esquizofrenia suele manifestarse en
la adolescencia o en la adultez temprana, con una edad de inicio promedio entre los
18 y 25 afos. La prevalencia de la esquizofrenia es similar en hombres y mujeres, la
mayoria de los estudios han demostrado que el inicio en mujeres ocurre, en promedio,
de 3 a 5 afios mas tarde que en los hombres (Jones, 2013; Kirkbride et al., 2012;
Nowrouzi et al., 2015). Actualmente, se ha reportado que el inicio de la enfermedad en
hombres presenta un pico de edad que va entre los 21 y 25 afos. En contraste, las
mujeres muestran un primer pico de inicio entre los 25 y 30 afos y un segundo pico

después de los 45 anos (Li et al., 2016; Zhan et al., 2023).

El rango de gravedad de la esquizofrenia es variable, abarcando desde una
recuperacion parcial de la sintomatologia con manejo farmacoldgico y psicoterapéutico

adecuado, hasta casos graves que requieren cuidado permanente y continuo (Jauhar



et al., 2022). En promedio, la esperanza de vida de las personas con esquizofrenia es
hasta 20 afios menor en comparacién con la poblacién general, debido a factores como
un mayor riesgo de suicidio, complicaciones cardiovasculares, y enfermedades
metabdlicas (Kahn et al., 2015). Los pacientes diagnosticados con esquizofrenia tienen
un riesgo 2.5 veces mayor de morir por estas causas (McCutcheon, 2020; Jauhar et
al.,, 2022). Los efectos secundarios metabdlicos y cardiacos, particularmente el
aumento de peso, la diabetes tipo 2 y la dislipidemia, estan ampliamente
documentados como consecuencias adversas del uso prolongado de antipsicoticos de
segunda generacion (Kahn et al., 2015). Ademas, la esquizofrenia presenta una alta
tasa de comorbilidad con otros trastornos psiquiatricos, incluyendo depresion,
trastorno bipolar, trastornos de ansiedad, abuso de sustancias y trastorno obsesivo-
compulsivo. Estas comorbilidades pueden agravar el curso clinico de la enfermedad,
dificultar el tratamiento y aumentar el riesgo de discapacidad en los pacientes (Tsai &

Rosenheck, 2013).

En México, la esquizofrenia representa un problema importante de salud
publica, con una prevalencia similar a la reportada a nivel mundial (Gobierno de
México, 2023). Sin embargo, el acceso limitado a servicios especializados de salud
mental, la estigmatizacion de los trastornos mentales, y las brechas en la atencion
oportuna y continua contribuyen a peores desenlaces clinicos en muchos pacientes
(L6pez-Soto & Martin-Rodriguez, 2020). La falta de diagnéstico temprano y adherencia
al tratamiento agrava las dificultades de manejo de la enfermedad y aumenta la carga

socioecondmica para las familias y la sociedad. Este panorama destaca la necesidad



urgente de mejorar las estrategias de intervencion temprana, asi como de desarrollar
enfoques personalizados que consideren los factores genéticos, ambientales y
culturales que influyen en la manifestacion y progresién de la esquizofrenia en la

poblacién mexicana (Rosa & Valentini, 2020).

2.2. Etiologia de la esquizofrenia

La esquizofrenia se considera un trastorno multifactorial, por lo cual es
importante estudiar diversos factores que contribuyen al desarrollo de dicha

psicopatologia, como lo son los factores ambientales, sociales y los genéticos.

Estos factores pueden actuar en conjunto, e incrementar la vulnerabilidad a
desarrollar esquizofrenia; sin embargo, el ser portador de algun factor de riesgo no
necesariamente conduce a desarrollar dicho trastorno (WHO, 2009). Se ha reportado
un incremento en el riesgo a desarrollar esquizofrenia si existen antecedentes de
complicaciones durante el periodo gestacional (Dalman et al., 1999), Estas
complicaciones pueden afectar el neurodesarrollo del individuo durante etapas
perinatales desencadenando disfunciones en diversas vias neuronales, lo cual puede
repercutir en que las personas puedan desarrollar esquizofrenia en etapas adultas

(Kahn et al., 2015).

Las adversidades sociales y trauma en la infancia es otro factor de riesgo
asociado con la esquizofrenia. Se ha reportado que el abuso fisico, abuso sexual,

negligencia fisica y emocional, maltrato y acoso escolar pueden incrementar el riesgo



a desarrollar esquizofrenia (Inyang et al.,, 2022). Zhang y colaboradores (2022)
identificaron un incremento de 3.19 veces mas el riesgo a desarrollar psicosis en

personas con una mayor cantidad de eventos traumaticos en la infancia.

Los factores ambientales descritos anteriormente desempefan un papel
importante en la etiologia de la esquizofrenia; sin embargo, no explican en su totalidad

el desarrollo del trastorno.

2.3. Alteraciones neurobioldgicas en la esquizofrenia: interaccidén entre
neurotransmision e inflamacion

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico complejo caracterizado por
una desregulacion en los sistemas de neurotransmisién, entre los cuales destacan el
sistema serotoninérgico, dopaminérgico, glutamatérgico. Estas alteraciones en las vias
de senalizacion neuronal impactan en la actividad de diversos circuitos neuronales a
nivel macro y microestructural, lo que contribuye a la disfuncién cognitiva, conductual y

social observada en los pacientes (Jauhar et al., 2022; Nayak et al., 2025).

2.3.1 Disfuncién serotoninérgica en la esquizofrenia

La hipotesis serotoninérgica de la esquizofrenia postula que las alteraciones en
la neurotransmision de la serotonina (5-HT) desempefian un papel clave en la
fisiopatologia de la enfermedad. Esta propuesta surge de la observacion de que ciertos

compuestos alucinégenos, como la dietilamida del acido lisérgico (LSD), pueden



inducir sintomas psicéticos similares a los observados en pacientes con esquizofrenia
(Jiménez-Trejo et al., 2024). Dichos efectos se deben a la activacion del receptor
serotoninérgico 5-HT,A, lo que sugiere que una disfuncion en este sistema podria estar
involucrada en la aparicion de sintomas tanto positivos como negativos de la
esquizofrenia (Frankle et al., 2003). Diversos estudios han respaldado esta hipédtesis,
destacando el papel modulador de la serotonina sobre otros sistemas
neurotransmisores implicados en la esquizofrenia, particularmente el dopaminérgico y
el glutamatérgico. La hiperactividad de los receptores 5-HT,A en la corteza prefrontal
se ha asociado con la aparicion de sintomas positivos, como alucinaciones y delirios,
mientras que su alteracion en otras regiones cerebrales podria contribuir a la
manifestacion de sintomas negativos, tales como la apatia y la anhedonia (Kossatz et

al., 2024).

La evidencia experimental y farmacologica ha proporcionado apoyo adicional a
la hipbtesis serotoninérgica. En particular, el desarrollo de antipsicéticos atipicos, como
la clozapina, la risperidona y la olanzapina, ha demostrado que la modulacién de los
receptores serotoninérgicos 5-HT,A, junto con el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos D,, mejora la sintomatologia de la esquizofrenia y reduce los efectos
secundarios motores asociados con los antipsicoticos tipicos (Yang & Tsai, 2017; Malik
etal., 2023). Asimismo, estudios de neuroimagen y modelos animales han identificado
alteraciones en la expresion de los receptores 5-HT,A y 5-HT,A en pacientes con
esquizofrenia, lo que sugiere un desequilibrio en la neurotransmision serotoninérgica

(Uliana et al., 2023; Malik et al., 2023; Jiménez-Trejo et al., 2024). Adicionalmente, se



ha propuesto que la serotonina no solo interactua con el sistema dopaminérgico, sino
también con el sistema glutamatérgico. La activacidon de los receptores 5-HT,A puede
influir en la liberacion de glutamato, lo que podria estar vinculado con la disfuncién en
la neurotransmision glutamatérgica observada en la esquizofrenia (Nayak et al., 2025).
Ademas, la inhibicion de estos receptores en la corteza prefrontal ha sido asociada con
un incremento en la liberacion de dopamina, lo que sugiere que la modulacion
serotoninérgica podria mejorar los sintomas negativos y cognitivos de la enfermedad.
Desde el punto de vista terapéutico, la hipétesis serotoninérgica ha sido fundamental
en el desarrollo de estrategias farmacoldgicas mas eficaces para el tratamiento de la
esquizofrenia (Jiménez-Trejo et al., 2024). En este contexto, los antipsicéticos atipicos
han demostrado una mayor eficacia en la reduccion de los sintomas negativos y una
menor incidencia de efectos extrapiramidales en comparacion con los antipsicoéticos
convencionales. Asimismo, la investigacion en torno a los receptores serotoninérgicos
ha impulsado el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos, como el uso de
moduladores de los receptores 5-HT;A y 5-HT,, con el objetivo de abordar deficiencias
en la funcidn cognitiva y los sintomas negativos de la esquizofrenia (Jiménez-Trejo et

al., 2024).

Es importante mencionar que la hipotesis serotoninérgica no explica por si sola
la fisiopatologia de la esquizofrenia, sin embargo, remarca un papel relevante para
comprender los mecanismos neurobiolégicos subyacentes a la enfermedad. La

interaccidn de la serotonina con otros sistemas de neurotransmision y su impacto en



la modulacion de la actividad cerebral refuerzan su importancia en la fisiopatologia de

la esquizofrenia

2.3.2 Disfuncién dopaminérgica en la esquizofrenia

La dopamina es un neurotransmisor fundamental en el sistema nervioso central,
involucrado en funciones como la motivacion, el aprendizaje, la recompensa y el
control del movimiento. Su papel en la esquizofrenia ha sido ampliamente estudiado,
lo que llevé al desarrollo de la hipétesis dopaminérgica de la enfermedad. Esta teoria
propone que un desequilibrio en la neurotransmision dopaminérgica contribuye a la
aparicion de los sintomas caracteristicos de la esquizofrenia (Rawani et al., 2024). El
sistema dopaminérgico esta compuesto por diversas vias neuronales que regulan
funciones motoras, cognitivas y emocionales. Entre ellas, las vias nigroestriatal,
mesocortical y mesolimbica desempefian un papel clave en la fisiopatologia de la
esquizofrenia (Rawani et al., 2024; Nayak et al., 2025). La via nigroestriatal, que
conecta la sustancia negra con el nucleo caudado, es esencial para el control del
movimiento. Su disfuncion, caracterizada por una disminucion en la actividad
dopaminérgica, puede generar sintomas extrapiramidales similares a los observados
en el Parkinson y en los efectos secundarios motores que pueden provocar los
antipsicéticos. Por su parte, la via mesocortical, que se origina en el area tegmental
ventral y se proyecta hacia la corteza prefrontal, esta implicada en procesos cognitivos
y emocionales. La reduccion de la actividad dopaminérgica en esta via se ha vinculado
con los sintomas negativos de la esquizofrenia, como la apatia y la anhedonia, ademas

de déficits en la funcion ejecutiva. En contraste, la via mesolimbica, que conecta el
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area tegmental ventral con el sistema limbico, participa en la regulacién de la
motivacion y el placer. Sin embargo, su hiperactividad ha sido relacionada con los
sintomas positivos de la esquizofrenia, como alucinaciones y delirios (Brisch et al.,

2014; Patel et al., 2014; Stahl, 2007; Nayak et al., 2025).

A pesar de su importancia, la hipétesis dopaminérgica no es suficiente para
explicar la complejidad de la esquizofrenia. Por ello, se han explorado otros sistemas
de neurotransmision, como el glutamatérgico, en un intento por comprender mejor los

mecanismos fisiopatolégicos subyacentes a la enfermedad.

2.3.3 Disfuncién glutamatérgica en esquizofrenia

La teoria glutamatérgica de la esquizofrenia surgié a partir de la observacion de
que los antagonistas de los receptores NMDA pueden inducir sintomas psiquiatricos.
Segun esta hipotesis, una disfuncion en la neurotransmision glutamatérgica contribuye
al desarrollo de los sintomas positivos, negativos y cognitivos de la enfermedad
(Moghaddam & Javitt, 2012). Se ha demostrado que ciertos farmacos que bloquean
de manera no competitiva los receptores NMDA pueden reproducir estos sintomas en
individuos sanos, lo que refuerza la conexién entre la disfuncion del glutamato y la
esquizofrenia (Paoletti et al., 2013). Esta teoria ha sido respaldada por estudios
preclinicos en modelos animales, donde la administracion de antagonistas NMDA
genero alteraciones cognitivas y conductuales junto con un aumento en la liberaciéon
de glutamato en distintas areas del cerebro (Lorrain et al., 2003). Estos hallazgos son

consistentes con estudios en pacientes esquizofrénicos, en quienes se han identificado
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niveles elevados de glutamato mediante espectroscopia de resonancia magnética

(Merritt et al., 2021).

El glutamato es un neurotransmisor esencial para multiples funciones
cerebrales, como la maduracién sinaptica, el metabolismo energético y la regulacion
de procesos neurodesarrollativos (Ryan et al., 2021). Su liberacién en la sinapsis
depende de la glutamina suministrada por los astrocitos, células gliales que
desempefian un papel clave en la homeostasis del sistema nervioso central (Coyle,
2006). Existen tres tipos principales de astrocitos en el SNC: radiales, protoplasmicos
y fibrosos (Liddelow & Barres, 2015). Los astrocitos protoplasmicos, en particular,
forman estructuras ramificadas que rodean las sinapsis en lo que se conoce como
"cunas astrociticas". Estas estructuras contienen una alta densidad de transportadores
de glutamato responsables de su eliminacién del espacio sinaptico, previniendo la
excitotoxicidad neuronal (Bushong et al., 2002; Sofroniew & Vinters, 2010). Ademas
de su funcidn en la regulacion del glutamato, los astrocitos expresan receptores para
mediadores inflamatorios, incluidas citocinas y quimiocinas (Pan et al., 2012). En
estados patoldgicos, la presencia de citocinas proinflamatorias como el interferén
gamma (IFN-y) puede inducir la transformacion de los astrocitos en células
presentadoras de antigeno (APC) y en células fagociticas. Esta activacion se asocia
con el incremento de marcadores inflamatorios como los receptores tipo Toll (TLRs),
el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il y receptores inmunitarios
intracelulares como Rig-1, los cuales participan en la activacién de los inflamosomas

(Zamanian et al., 2012). Estos complejos celulares detectan patrones moleculares de
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dafo (DAMPSs) y activan la caspasa-1, lo que favorece la conversion de la pro-IL-1 en
IL-1B8, una interleucina capaz de potenciar aun mas la activacion astrocitica y la
liberacion de mediadores inflamatorios. Este estado reactivo contribuye al estrés
oxidativo y a la disminucién en la captacion de glutamato, lo que exacerba la

excitotoxicidad neuronal (Nayak et al., 2025).

Investigaciones recientes han explorado la interaccion entre los sistemas
glutamatérgico y dopaminérgico, sefialando que una disfuncioén en la neurotransmision
del glutamato puede afectar la actividad dopaminérgica y viceversa (Rawani et al.,
2024). Por ejemplo, una hipofuncion de los receptores NMDA podria desencadenar un
aumento excesivo en la liberacién de dopamina en ciertas regiones cerebrales, lo que
contribuiria a la manifestacion de sintomas positivos en la esquizofrenia. Esta
interdependencia entre ambos sistemas sugiere que estrategias terapéuticas dirigidas
a multiples vias de neurotransmision podrian ser mas eficaces en el tratamiento de la

enfermedad (McCutcheon et al., 2020).

2.3.4. El vinculo entre la inflamacion y los sistemas de neurotransmisién en
la esquizofrenia

La hipdtesis inflamatoria de la esquizofrenia ha emergido como un enfoque
importante que complementa las teorias dopaminérgica y glutamatérgica, sugiriendo
que la activacion inmunitaria cronica y los procesos inflamatorios desempefian un
papel clave en la fisiopatologia de la enfermedad (Orbe & Benros, 2023). Los

mediadores inflamatorios, como las citocinas proinflamatorias, afectan la regulacion de
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los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico, que estan implicados en los sintomas
psicoticos y afectivos. Por ejemplo, se ha observado que niveles elevados de citocinas
como la interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) pueden alterar
la liberacion y la sefalizacion de dopamina en la via mesolimbica, exacerbando los
sintomas positivos de la esquizofrenia, como las alucinaciones y los delirios (Muller et

al., 2020).

Recientes estudios han evidenciado que la inflamacién sistémica y la activacién
del sistema inmune innato pueden modular la actividad dopaminérgica, lo que
contribuye al desarrollo de sintomas psicéticos. Se ha identificado que células
inmunitarias como monocitos, linfocitos T y microglia expresan receptores
dopaminérgicos, lo que sugiere una estrecha interaccién entre la dopamina y el
sistema inmunoldgico. Se ha observado que niveles elevados de dopamina pueden
activar a los receptores D1, D2 y D4, lo que induce efectos antiinflamatorios, mientras
que niveles reducidos de dopamina activan a los receptores D3 y D5, favoreciendo

respuestas inflamatorias (Vidal & Pacheco, 2020).

Ademas, la presencia del marcador inflamatorio, interferon gamma (IFN-y),
puede alterar la disponibilidad y la unién de la dopamina a sus receptores. En estudios
con primates, la administracion de estos marcadores durante cuatro semanas redujo
la liberacion de dopamina en el estriado y disminuyd su unidn a los receptores D2
(Felger et al., 2013). En humanos, pacientes con infeccion por el virus de la hepatitis
C (VHC) tratados con interferdn y ribavirina mostraron una disminucion en la actividad

del estriado ventral, acompanada de una reduccion en el recambio dopaminérgico en
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el caudado y el putamen (Capuron et al., 2012). Estos hallazgos son relevantes en la
esquizofrenia, ya que los procesos inflamatorios pueden alterar la sintesis y
disponibilidad de dopamina en el cerebro. Mientras que una menor produccién de
dopamina se ha relacionado con déficits cognitivos y sintomas negativos, la alteracion
en la union de la dopamina a los receptores D2 podria contribuir a la disfuncion

dopaminérgica caracteristica de la enfermedad (Nayak et al., 2025).

Asimismo, la inflamacion crénica puede influir en el metabolismo del triptéfano,
desviandolo hacia la via de la quinurenina, lo que reduce la sintesis de serotonina y
afecta negativamente el estado de animo y la cognicién. Esta relacion ayuda a explicar
los sintomas negativos y los déficits cognitivos observados en los pacientes,
alineandose con la hipétesis serotoninérgica de la esquizofrenia. Estudios recientes
han demostrado que la inflamacién puede disminuir la disponibilidad de serotonina
central y potenciar la disfunciéon glutamatérgica y dopaminérgica, lo que sugiere una
interaccién compleja entre estos sistemas de neurotransmisores bajo la influencia de

mediadores inmunoldgicos (Orbe & Benros, 2023).

2.4. Epidemiologia genética en la esquizofrenia

Los estudios de epidemiologia genética realizados en familias, gemelos vy
adopcidn sugieren que la predisposicion a padecer esquizofrenia es una de las mas

altas entre todos los desdordenes psiquiatricos, donde la heredabilidad es
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aproximadamente del 81%, lo cual sugiere la existencia de factores genéticos

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

2.4.1 Estudios en familias

Los estudios de familias sugieren un papel fundamental de factores genéticos
asociados con la etiologia de los trastornos psiquiatricos. Estos estudios nos permiten
determinar la agregacion de un fenotipo de interés en una familia en comparacion con
la poblacion en general (Merikangas, 2018). Diversos estudios han demostrado que la
esquizofrenia tiene un patron de transmisién complejo en familias con multiples
miembros afectados, asi como una notable variabilidad en la forma en que se
manifiestan los sintomas (Meltzer y Fatemi, 2000; Sullivan et al.,2005; Carter, 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).

2.4.2 Estudios en gemelos

Los estudios en gemelos permiten determinar el papel que desempefian los
factores genéticos y ambientales en el origen del fenotipo de interés. Esto se logra al
comparar la concordancia fenotipica entre gemelos monocigoéticos y dicigéticos. Los
monocigoticos se caracterizan por compartir el 100% de su material genético, mientras
que los dicigbticos comparten el 50%. Si se encuentra una mayor frecuencia de
concordancia fenotipica de los gemelos monocigéticos en comparacién con los
dicigdticos, se infiere la existencia de factores genéticos involucrados en el origen de

la conducta (Merikangas, 2018). Un meta-analisis realizado por Sullivan (2005) con 12
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estudios en gemelos diagnosticados con esquizofrenia sugiri® una concordancia
fenotipica del 45% en los gemelos monocigoéticos y de 14% en gemelos dicigéticos, lo
cual sugiere la existencia de factores genéticos involucrados en el desarrollo de la
esquizofrenia. Es importante sefalar que la alta concordancia observada en gemelos
monocigoticos en comparacion con gemelos dicigéticos sugiere una fuerte
contribucion genética, el hecho de que la concordancia en gemelos MZ no sea del
100% indica que factores ambientales también juegan un papel clave en la patogénesis
de la esquizofrenia (Tsuang, 2000). Los estudios de gemelos permiten diferenciar entre
factores ambientales compartidos y no compartidos. Los factores compartidos incluyen
aquellas influencias ambientales que afectan de manera similar a ambos gemelos,
como las condiciones prenatales, la nutricion materna, las infecciones durante el
embarazo o la exposicion a toxinas intrauterinas. Sin embargo, la baja contribucién de
estos factores en la esquizofrenia ha sido sefialada por diversos estudios, ya que los
gemelos monocigoticos criados en el mismo entorno no siempre desarrollan la
enfermedad de manera conjunta (Sullivan et al., 2003; Tsuang, 2000; Uher & Zwicker,

2017.

Por otro lado, los factores ambientales no compartidos han cobrado mayor
relevancia en la investigacién, ya que explican las diferencias fenotipicas entre
gemelos MZ que comparten el mismo material genético. Estos factores incluyen
eventos individuales como complicaciones perinatales, traumatismos en la infancia,
abuso de sustancias, estrés psicosocial y experiencias adversas durante el desarrollo.

Se ha propuesto que estos elementos pueden modular la expresion de genes
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relacionados con la esquizofrenia a través de mecanismos epigenéticos, tales como la
metilacion del ADN o la modificacion de histonas, lo que resulta en diferencias en la
susceptibilidad a la enfermedad entre gemelos genéticamente idénticos (Sullivan et al.,

2003; Uher & Zwicker, 2017).

2.4.3 Estudios de adopcion

Los estudios de adopcion analizan la similitud fenotipica de un individuo
adoptado y sus padres biolégicos 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 que 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,
2018). Una aportacion hecha por Heston (1966), en donde se analiz6 a 49 padres
biolégicos de individuos adoptados con esquizofrenia y 49 padres adoptivos de
individuos con esquizofrenia, encontr6 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.
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2.5 Estudios de asociacién del genoma completo (Genome Wide-
Association Studies, GWAS)

La evidencia obtenida de los estudios genéticos ha permitido ampliar nuestra

comprensién sobre las vias biolégicas que estan asociadas con la esquizofrenia.

Mediante estudios de asociacién del genoma completo (GWAS), se han identificado
multiples genes asociados a vias neurobiolégicas que incrementan el riesgo de
desarrollar esquizofrenia (Corvin y Morris, 2013). Un GWAS analizo la informacion
genética de 36,989 casos y 113,075 controles, identificando 128 asociaciones
independientes en 108 loci gendmicos, de los cuales 83 no habian sido reportados
previamente (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium,
2014). Liu y colaboradores (2019) realizaron un meta-analisis de polimorfismos con al
menos cuatro estudios independientes e integraron datos de GWAS. En este estudio
se identificaron 21 SNPs en 14 loci independientes destacando tres genes (MTHFR,
DAOA y ARVCF) que no habian sido previamente implicados en estudios GWAS de

esquizofrenia.

El GWAS mas reciente en esquizofrenia analizé datos de 76,755 individuos con el
trastorno y 243,649 controles, identificando 287 loci gendmicos independientes con
asociaciones significativas. Los resultados de este estudio revelaron que estas
asociaciones se concentraban en genes expresados en neuronas excitatorias e
inhibitorias del sistema nervioso central, pero no en otros tipos celulares o tejidos, lo
que refuerza la hipétesis de que las alteraciones en la neurotransmision y la funcion

sinaptica desempefian un papel clave en la etiologia de la enfermedad. Mediante
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mapeo fino y datos de gendmica funcional, se identificaron 120 genes candidatos, de
los cuales 106 codifican para proteinas, que podrian estar directamente implicados en

la esquizofrenia (Trubetskoy et al., 2022).

Es importante destacar, que existe un incremento en el riesgo de desarrollar distintas
enfermedades inmunoldgicas en pacientes con esquizofrenia (Benros et al., 2011;
Benros et al., 2014). Para evaluar si esta relacion podria explicarse por factores de
riesgo genéticos, un estudio reciente utilizé datos de GWAS para comparar la
arquitectura genética de la esquizofrenia con 19 enfermedades inmunoldgicas (Pouget
et al., 2019). En este estudio, se analizaron 581 variantes previamente asociadas con
enfermedades inmunoldgicas para evaluar su relacion con la esquizofrenia. Se
identificaron cinco variantes con posibles efectos pleiotropicos. Posteriormente, se
analizdé la correlacidon genética entre la esquizofrenia y diversas enfermedades
inmunoldgicas, donde destaco la enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de
Crohn, Colitis ulcerosa, cirrosis biliar primaria, psoriasis y lupus eritematoso sistémico
(Pouget et al., 2019). Otro estudio. Aunado a lo anterior, otro GWAS ha sefalado una
asociacion significativa entre regiones génicas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) con la esquizofrenia (Purcell et al., 2009). Esta regién
contiene mas de 200 genes, entre ellos, reguladores maestros del sistema inmune,
genes que codifican para el factor de necrosis tumoral (TNF) y otros involucrados en

cascadas de sefializaciéon inmunoldgica (Purcell et al., 2009; Pouget et al., 2019).

Un estudio realizado por Lin y colaboradores (2016) indaga los mecanismos biolégicos

subyacentes a la esquizofrenia mediante un enfoque integrado posterior a GWAS. En
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este estudio, se analizaron datos de GWAS, expresion génica, interacciones proteicas
y analisis funcionales para lograr identificar rutas biolégicas clave implicadas en el
desarrollo de esquizofrenia. Mediante este enfoque, se identificaron 132 genes de
riesgo potenciales para la esquizofrenia dentro de 76 regiones de riesgo, abarcando
120 variantes comunes asociadas con la enfermedad. De estos genes, 78 no habian
sido previamente reconocidos como genes relacionados con la esquizofrenia en
estudios GWAS anteriores. Los genes de riesgo identificados muestran una expresion
significativa tanto en el cerebro como en el sistema inmunolégico, lo que respalda
hipotesis previas sobre el papel de procesos neuroinflamatorios en la esquizofrenia.
Ademas, estos genes estan altamente enriquecidos en vias celulares clave, lo que

sugiere que desempefian funciones distintas en la enfermedad.

Estos hallazgos proporcionan nueva evidencia de la interconexion entre el sistema
inmune y la esquizofrenia, apoyando la hipétesis de que mecanismos inmunoldgicos

pueden estar implicados en la fisiopatologia del trastorno.

2.6 Respuesta inmune en la esquizofrenia

A pesar de los avances en el tratamiento, las opciones terapéuticas actuales,
como los antipsicéticos, no logran abarcar la totalidad del espectro de sintomas, y los
pacientes a menudo experimentan falta de respuesta, recaidas y efectos secundarios

adversos. Esto ha generado un interés creciente en identificar nuevas vias bioldgicas
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asociadas con la esquizofrenia que puedan facilitar el desarrollo de tratamientos mas
eficaces y especificos. Ademas, el descubrimiento de biomarcadores confiables
permitiria la deteccion temprana de la enfermedad y un enfoque preventivo que podria
mitigar la progresién y gravedad de los sintomas (Insel, 2010; Lewis y Gonzalez-

Burgos, 2006).

Uno de los aspectos emergentes en la investigacion de la esquizofrenia es el rol de la
respuesta inmune en la fisiopatologia del trastorno. Numerosos estudios han
identificado un componente inmunoldgico en varios trastornos psiquiatricos, incluidos
el trastorno depresivo mayor, el trastorno bipolar y la esquizofrenia (Caso et al., 2016).
Esta evidencia sugiere que la inflamacion y la disfuncién del sistema inmunolégico
podrian contribuir a los mecanismos subyacentes de estos trastornos, promoviendo un
estado proinflamatorio que podria estar relacionado con los cambios estructurales y
funcionales observados en el cerebro de los pacientes (Douglas-Escobar et al., 2013;

Severance et al., 2015).

En el caso de la esquizofrenia, se ha reportado que algunos pacientes presentan
activacion de la microglia, aumento de citocinas proinflamatorias (Goldsmith et al.,
2016) y disrupcioén de la barrera hematoencefalica (Gurnik et al., 2016). Estos cambios
pueden afectar el desarrollo y la plasticidad neuronal, asi como la integridad de las
conexiones sinapticas, aspectos cruciales en el funcionamiento cognitivo y emocional
(Deshmane et al,. 2009; Widera et al., 2004). Ademas, se ha propuesto que los
receptores tipo Toll (TLRs), que son sensores inmunoldgicos innatos, desempefian un

papel en la deteccion de alteraciones en el ambiente celular y en la regulacion de

22



las respuestas inflamatorias (Chen et al., 2019). Alteraciones en la activacion de los
TLRs podrian llevar a respuestas desadaptativas en el cerebro, afectando la
neurogénesis y contribuyendo al deterioro cognitivo y emocional en la esquizofrenia

(Caso et al 2016).

Ademas, la evidencia sugiere que factores externos, como infecciones
prenatales, estrés temprano, y la exposicion a toxinas, podrian influir en la inflamacion
y el riesgo de esquizofrenia, especialmente en individuos con predisposicion genética
(Muller et al., 2015). La identificacién de estos mecanismos inmunolégicos abre la
puerta al desarrollo de terapias dirigidas a modular la inflamacién y otros componentes
de la respuesta inmune, lo cual podria complementar las terapias actuales y ofrecer
alternativas para aquellos pacientes que no responden a los tratamientos

convencionales.

2.7 Hipotesis sobre el origen de componentes inflamatorios en
esquizofrenia

Una de las primeras teorias sobre posibles factores inmunolégicos en la
esquizofrenia se relaciona con la exposicion a estrés. Estudios preclinicos han
reportado que una exposicion a estrés severo en roedores puede desencadenar la
activacién de distintas vias inflamatorias en diversas regiones cerebrales, lo cual
puede llevar a incrementar la actividad del factor nuclear kappa B (NF-Kb), el factor de
necrosis tumoral alpha (TNF-a), y altera los niveles de prostaglandina E2 (PGE2) y la

ciclooxigenasa-2 (COX-2) en la corteza prefrontal, la cual es una regién muy

23



relacionada con la esquizofrenia (Douglas-Escobar et al., 2013; Severance et al.,

2015).

Por otra parte, se ha reportado una asociacion estrecha con infecciones
maternas prenatales y un incremento en el riesgo a desarrollar esquizofrenia, al igual
que un aumento en la reactividad inmune en edades mas adultas (Muller et al., 2015).
Un estudio realizado por Brown y colaboradores (2004) mostro que, en mujeres
diagnosticadas con influenza durante el primer trimestre de embarazo, el riesgo de que

su descendencia desarrolle esquizofrenia aumenta 2 veces mas.

Estudios clinicos han demostrado la existencia de alteraciones inmunes en
pacientes con esquizofrenia (Muller & Schwarz, 2008). Se han reportado niveles
aumentados de interleucina 6 (IL-6), IL-88 y TNF-a en pacientes con esquizofrenia
(Muller & Schwarz, 2008; Muller et al., 2006). Aunado a lo anterior, un meta-analisis
realizado por Goldsmith y colaboradores (2016) mostréo 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 observé un aumento de interferon
gamma (IFN-y), interleucinas (IL) IL-1, IL-1B, 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- ), del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y una disminucién en los niveles de IL-4 en
pacientes con esquizofrenia durante su primer episodio psicético. Del mismo modo, se
ha observado un aumento en los niveles de PGE2y de COX-2 en plasma de pacientes
en su primer episodio de psicosis (Garcia-Bueno et al., 2014; Garcia-Bueno et al.,

2015; Bioque et al., 2024). Estudios realizados en cerebros post-mortem y estudios de
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tomografia por emisién de positrones sugieren una activacién microglial en cerebros
de pacientes con esquizofrenia (Steiner et al., 2008; Laskaris et al., 2016; Reyes-
Lizaola et al., 2024). Por otra parte, se ha reportado una relacion estrecha entre
enfermedades autoinmunes y la esquizofrenia (Benros, 2014) al igual que alteraciones
en moléculas pro y anti-inflamatorias a nivel periférico en pacientes con esquizofrenia,
lo cual se asocia con deficiencias cognitivas (Bulzacka et al., 2016; Cabrera et al.,
2016). 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 esta

via podria estar asociada con el desarrollo de esquizofrenia (Garcia-Bueno et al. 2016).

2.8 La respuesta inmune innata y adaptativa

La defensa contra microorganismos se lleva a cabo mediante una respuesta
coordinada que comprende tanto la inmunidad innata como la adaptativa. La
inmunidad innata juega un papel crucial en las primeras horas después de una
infeccion y se caracteriza por su rapida accion. En contraste, la respuesta inmune
adaptativa se activa con la exposicidén a agentes infecciosos y se fortalece en magnitud
y capacidad defensiva con cada exposicién sucesiva a un microorganismo especifico.
Cabe destacar que ambas respuestas son complementarias: la inmunidad innata envia
senales tempranas de alerta que activan la respuesta adaptativa, y esta ultima potencia
los mecanismos protectores de la inmunidad innata, mejorando la identificacién y

eliminacion de los microorganismos (Abbas et al., 2018). La inmunidad
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innata es considerada la primera linea de defensa frente a diversas moléculas tanto
exdgenas como endogenas. En este tipo de respuesta, las células emplean una amplia
gama de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), fundamentales para
identificar moléculas asociadas a microorganismos patdgenos (PAMPs: patrones
moleculares asociados a patdégenos), como bacterias, virus y parasitos (Abbas et al.,
2018), asi como moléculas endoégenas que indican estrés o dafo tisular, conocidas
como DAMPs (patrones moleculares asociados a dafo). Para fortalecer la primera
linea de defensa del organismo contra los patdégenos, la respuesta inmune innata se
basa en una serie de mecanismos rapidos y no especificos que actuan como barrera
inicial. Dentro de estos mecanismos, los receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs,

por sus siglas en inglés) desempenan un papel central. (Brubaker et al., 2015).

2.9 Estructura de los receptores tipo toll (TLRs)

Los TLRs son una familia de receptores celulares caracterizados por ser
proteinas transmembranales de tipo | que contienen repeticiones ricas en leucina
(RRLs) en su region N-terminal y un dominio TIR (receptor de interleucina 1/Toll) en la
region C-terminal. La estructura en herradura formada en la region N-terminal facilita
el reconocimiento de patrones moleculares de origen exdgeno y endégeno (Bell et al.,
2003). En la region C-terminal, el dominio TIR permite la interaccion con moléculas
adaptadoras, que son responsables de activar la transduccion de sefiales (Chen et al.,

2019).

Hasta el momento, se han identificado diez TLRs en humanos y trece en

ratones. Segun su localizacion, estos receptores se clasifican en dos grupos: los TLRs

26



de la membrana plasmatica, que incluyen TLR1, TLR2, TLR4, TLR5y TLRG6; y los TLRs
de endolisosomas, que incluye TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 (Roach et al., 2005; Wang
et al., 2016; Chen et al., 2019). Es importante sefialar que los receptores dentro de la
misma categoria suelen formar heterodimeros para reconocer ligandos especificos;
por ejemplo, TLR2 se une con TLR1 o TLR6 para detectar una mayor variedad de
PAMPs (Sotoyama et al., 2023). En el sistema nervioso central (SNC), estos receptores
estan presentes en microglia, astrocitos, oligodendrocitos y, en menor grado, en
neuronas (Hanke y Kiellan, 2011; Okun et al., 2011; Vidya et al., 2017). La activacion
de los TLRs mediante PAMPs y DAMPs puede iniciar procesos como la neurogénesis
(Rolls et al., 2007), asi como la diferenciacion y maduracion neuronal (Liu HY et al.,
2014; Barak et al.,, 2014). Estudios en modelos animales sugieren que los TLRs
podrian desempefiar un papel en la regulacién de la proliferacion de células
progenitoras neurales y en la morfologia neuronal, incluso sin la presencia de agentes

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

2.10 Via de senalizacion de los TLRs para activar la inmunidad innata

La activacién de la via de sefializacion de los TLRs se lleva a cabo a través de
cuatro adaptadores con dominios TIR: MyD88 (proteina de respuesta primaria de
diferenciacion mieloide 88), TRIF (interferon B inductor de adaptador con dominio TIR),
TIRAP (proteina adaptadora con dominio TIR) y TRAM (molécula adaptadora asociada

a TRIF) (Venkatasubramanian y Debnath, 2013). La cascada de sefializacién puede
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variar entre los TLRs. En el caso de TLR1, TLR2 y TLRG, tras la unién del ligando, se
forman homodimeros o heterodimeros que inician la transduccion de sefiales (Chen et
al., 2019). Una vez activado el receptor, MyD88 se recluta de forma indirecta mediante
TIRAP. Luego, MyD88 recluta y activa a IRAK4 (cinasa 4 asociada al receptor de
interleucina), la cual fosforila y activa a IRAK1. El complejo IRAK1/4 a su vez activa a
TRAFG6, una ubiquitina ligasa que poliubiquitinasa el complejo de inhibidores del factor
nuclear kappa (IKK), permitiendo la liberacién del factor NF-kB. Libre en el citosol, NF-
KB se transloca al nucleo para inducir la expresion de citocinas inflamatorias e
interferones tipo 1, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-12 (Chen et al., 2019). Ademas,
TRAF6 activa TAK1 (cinasa activada por TGF-B), que activa la via de las MAPK
(proteinas cinasas activadas por mitégenos). Esta via a su vez estimula a AP-1
(proteina activadora tipo 1), aumentando la transcripcion de citocinas, la produccion de
moléculas de adhesion y la liberacion de moléculas con funciones pro y

antiinflamatorias (Sotoyama et al., 2023)

2.11 Los TLRs y su posible papel en la esquizofrenia.

Se ha sugerido que la microbiota intestinal desempefia un papel importante en
el funcionamiento de la respuesta inmune innata y adaptativa, al igual que en el
desarrollo y funcionamiento del cerebro (Olszak et al., 2012; Douglas-Escobar et al.,
2013). Distintos procesos que relacionan al intestino como lo es la inflamacion

intestinal y disfunciones de la barrera intestinal pueden impactar en el sistema nervioso
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central (Severance et al., 2015). De igual manera, se ha sugerido que condiciones
autoinmunes como las alergias a los alimentos se asocian con la esquizofrenia,
mediante la activacion crénica del sistema inmunoldgico y los procesos inflamatorios
que estas desencadenan. Las alergias alimentarias provocan respuestas inmunes
desreguladas que incluyen un aumento en la liberacién de citocinas proinflamatorias,
como la interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Estas
moléculas inflamatorias pueden atravesar la barrera hematoencefalica o comprometer
su integridad, lo que permite una mayor exposicién del cerebro a factores inmunitarios
que afectan la homeostasis neuronal. Esta inflamacién sistémica y neuroinflamacion
han sido implicadas en alteraciones de la neurogénesis, la plasticidad sinaptica y la
funcién neurotransmisora, que son fundamentales en la fisiopatologia de Ila
esquizofrenia (Pedersen et al., 2012; Lachance & McKenzie, 2014; Chen et al., 2019).
Con base a todo lo anterior, se ha generado una hipétesis en la cual todas estas vias
mencionadas anteriormente, como la neuroinflamacion, infecciones en el
neurodesarrollo, la transmisidn glutamatérgica y la sensibilidad a antigenos de distintos

alimentos pueden tener en comun el tracto gastrointestinal (Nemani et al., 2015).

En el tracto intestinal humano, la microbiota compuesta por millones de
bacterias beneficiosas interaccionan con los TLRs presentes en las células epiteliales
intestinales, lo que permite mantener la homeostasis del sistema inmunoldgico y del
equilibrio microbiano (Yiu et al., 2017). Esta interaccién es esencial, ya que permite al
sistema inmune diferenciar entre microbios comensales y patégenos, evitando asi

respuestas inflamatorias innecesarias. Sin embargo, se ha observado que alteraciones
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en la relacién entre la microbiota y los TLRs pueden causar inflamacién cronica y dafios
en los tejidos, contribuyendo al desarrollo de diversas enfermedades, incluyendo
trastornos autoinmunes e inflamatorios (Rakoff-Nahoum et al., 2003). Una de las
teorias bastante relacionada con la esquizofrenia y alteraciones en la respuesta
inmune es la hipdtesis glutamatérgica. Esta hipdtesis sugiere una hipofuncion de
receptores NMDA, la cual incrementa la liberacién de glutamato en areas corticales e
hipocampales, llevando a una excitotoxicidad potencial a nivel del sistema nervioso
central (SNC) (Stone et al., 2007; Schobel et al., 2013). En dicho proceso, existe una
respuesta enzimatica que relaciona la hipotesis glutamatérgica con la inflamacién y la
activacién inmunolégica inducida por traslocacién de bacterias del intestino a través de
receptores especificos como los TLRs. La enzima 2, 3-dioxigenasa (IDO) al activarse
por citocinas proinflamatorias, puede generar metabolitos de kinurenina neurotdxicos,
como lo son los acidos kinurenico y quinoleico, los cuales contribuyen a la patogénesis
de la esquizofrenia debido a su interaccion en los receptores NMDA de glutamato
(Hilmas et al. 2011). Un estudio realizado por (Plitman et al., 2017; Erhardr et al., 2003)
reporto niveles elevados de acido kinurenico en liquido cefalorraquideo de pacientes

con esquizofrenia.

Por otro lado, el estrés crénico afecta la barrera intestinal, facilitando la
traslocacién de bacterias desde el lumen intestinal hacia la circulacién sistémica, lo
cual puede exacerbar la respuesta inflamatoria y comprometer la salud general (Caso
et al., 2016). Esta traslocacion y la inflamacion subsecuente estan asociadas con una

serie de efectos negativos en el organismo, incluyendo la alteracién de la funcién
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inmune y el deterioro de 6rganos y tejidos. Dada la implicacion de los TLRs en la
deteccion de microorganismos y la regulacién de la inflamacién, varios estudios han
explorado la relacion entre los TLRs y factores prenatales como infecciones,

inflamacion materna, estrés oxidativo y sus efectos a largo plazo en el cerebro.

En este contexto, estudios de asociacion genética han identificado genes que
codifican a los TLRs y a otras moléculas relacionadas con la via de sefializacién, que
pueden influir en la susceptibilidad a enfermedades inflamatorias y neuropsiquiatricas.
Se ha sugerido que estas variantes pueden modular la respuesta inmune innata,
afectando la activacion de vias proinflamatorias en respuesta a sefiales microbianas y
estrés ambiental. En particular, polimorfismos en TLR1, TLR2 y TLR6 han sido
relacionados con un mayor riesgo de desarrollar esquizofrenia. (Garcia-Bueno et al.,

2016; Venkatasubramanian y Debnath, 2013; Sotelo et al., 2023).

2.12 Estudios de asociacion genética entre TLRs y esquizofrenia

Los estudios de asociacion genética son investigaciones que analizan genes o
variaciones genéticas especificas, como los polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs), que pueden estar relacionadas con una mayor susceptibilidad a ciertas
enfermedades o condiciones. Estos estudios se llevan a cabo comparando la
frecuencia de variantes genéticas entre individuos afectados por una enfermedad y
aquellos que no la presentan. Este enfoque ha permitido avances significativos en la
identificacion de factores de riesgo genético para diversas enfermedades complejas

incluyendo los trastornos mentales (Shastry, 2009).
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Un estudio realizado por Ayari y colaboradores (2024) mostro una asociacién
de los genes TLR2 y TLR9 y la etiologia de la esquizofrenia. De manera similar, otro
estudio reporto una asociacién de la variante rs3804099 del gen TLR2 con un
incremento en el riesgo a desarrollar esquizofrenia (Sharma et al., 2022). Por otra
parte, un estudio realizado por Kang y colaboradores (2013) sugiere una asociacion
entre los polimorfismos rs3804099 y rs3804100 del gen TLRZ2 con la etiologia de la
esquizofrenia en poblacidon coreana. Especificamente, los resultados indicaron que los
alelos C de rs3804099 y rs3804100 podrian estar relacionados con sintomas
cognitivos en pacientes con esquizofrenia, particularmente con dificultades en la

concentracion.

Es importante destacar que los estudios previamente mencionados se
realizaron en poblacion europea y asiatica. Hasta nuestro conocimiento, solo existe un
estudio de asociacion genética realizado en poblacion mexicana, en el cual se reporta
una asociacion entre la variante rs4833093 del gen TLR1, rs5743709 del gen TLR2y
rs3775073 del gen TLR6 y un incremento en el riesgo a desarrollar esquizofrenia
(Sotelo et al., 2023). Estos hallazgos refuerzan la hipétesis de que los procesos
inflamatorios mediados por TLRs podrian influir en la psicopatologia de la
esquizofrenia, lo que resalta la importancia de continuar explorando el papel de los

receptores tipo Toll en la fisiopatologia de este trastorno

Los SNPs son variaciones en un solo nucledétido dentro de una secuencia de
ADN que pueden ejercer efectos significativos sobre la expresion génica (Shastry,

2009). Estas variaciones son la forma mas comun de variabilidad genética en el
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genoma humano vy, dependiendo de su ubicacidén y naturaleza, pueden influir en
multiples etapas del proceso de expresion de los genes, tales como la transcripcion
(Nishizaki et al., 2020; Degtyareva et al., 2021), el procesamiento del ARN y la
traducciéon (Shatoff y Bundschuh, 2020; Johnson et al., 2008), afectando en ultima

instancia la funcién celular y la susceptibilidad a diversas enfermedades.

Se han reportado alteraciones en la expresion de genes que codifican a los
TLRs en pacientes con esquizofrenia en comparacién con los controles; sin embargo,

las causas de estas alteraciones siguen siendo desconocidas (Koztowska et al., 2018).

Los SNPs ubicados en las regiones promotoras o en otros elementos
reguladores del ADN pueden modificar la afinidad de los factores de transcripcién por
sus sitios de union. La alteracién en la unidn de estos factores puede llevar a un
aumento o disminucién en la tasa de transcripcion de los genes afectados, lo que
modifica los niveles de RNA mensajero (RNAm) disponibles para la traduccién y, en
consecuencia, la cantidad de proteina expresada (Degtyareva et al., 2021). Por otra
parte, los SNPs situados en sitios de corte y empalme (splicing) pueden interferir con
el procesamiento adecuado del ARNm, generando isoformas alternativas o incluso
RNAm defectuosos. Este tipo de variacion podria producir proteinas truncadas o mal
formadas, o, en su defecto, resultar en un ARNm que sea rapidamente degradado por
la célula (Shatoff y Bundschuh, 2020). Existen estudios que reportan como SNPs
localizados en la region 3’ no traducida (UTR) de un gen, pueden afectar la estabilidad
del RNAm, regulando su velocidad de degradacion. Un SNP en esta region podria

hacer que el RNAm se degrade mas rapidamente o, en algunos casos, estabilizarlo,
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afectando la cantidad de proteina sintetizada (Presnyak et al., 2015; Forrest et al.,
2020). Los SNPs presentes en la region 5 UTR o cerca del sitio de inicio de la
traducciéon pueden influir en la eficiencia con la que los ribosomas inician la sintesis
proteica. Esta variacion en la eficiencia de traduccién puede afectar la velocidad de
produccion de proteinas, asi como la cantidad de proteina activa disponible en la célula

(Mockenhaupt y Makeyev, 2015).

La identificacion de SNPs especificos que afectan la expresidon génica y proteica
de los TLR podria ofrecer una nueva perspectiva en la comprensiéon de los
mecanismos inmunoldgicos de la esquizofrenia y abrir nuevas vias para el desarrollo

de terapias inmunomoduladoras.

3. Justificacion

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico complejo, crénico y debilitante que
afecta aproximadamente al 1% de la poblacion mundial. Se caracteriza por la
presencia de sintomas positivos, negativos y cognitivos que impactan
significativamente la funcionalidad social y laboral de los individuos afectados. En
México, la esquizofrenia representa un problema de salud publica relevante, con
costos econdémicos y sociales considerables, dado que su diagnéstico y tratamiento

requieren una atencion integral y prolongada.
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A pesar de los avances en la investigacidon sobre los factores genéticos
asociados con la esquizofrenia, los mecanismos moleculares subyacentes que
contribuyen a su desarrollo aun no se comprenden completamente. Recientes estudios
han sefialado una posible implicacion del sistema inmune innato en su etiologia, lo que
ha llevado a al estudio de los TLRs y su posible implicacion con la esquizofrenia. Los
TLRs son proteinas transmembranales que desempefian un papel esencial en la
deteccion de patrones moleculares asociados a patdégenos y en la activacion de
respuestas inflamatorias. Entre ellos, TLR1, TLR2 y TLR6 son componentes clave que
forman complejos heterodiméricos responsables de reconocer componentes

bacterianos y desencadenar la senalizacion inflamatoria.

La relevancia de este estudio radica en la necesidad de entender cémo las
variantes genéticas rs4833093 del gen TLR1, rs5743709 del gen TLR2 y rs3775073
del gen TLR6 influyen en la expresion génica y proteica de estos receptores en
pacientes con esquizofrenia. Este conocimiento podria contribuir a dilucidar los
mecanismos inmunoldgicos involucrados en la enfermedad, proporcionar posibles
biomarcadores de susceptibilidad y abrir nuevas vias para el desarrollo de terapias
dirigidas a un tratamiento individualizado. Por tanto, la presente investigacion busca
aportar evidencia cientifica que fortalezca el entendimiento de la relacion entre la
inmunidad innata y la esquizofrenia, un campo aun poco explorado, pero con gran

potencial clinico y terapéutico.

35



4. Hipétesis

Las variantes genéticas rs4833093/TLR1, rs5743709/TLR2 y rs3775073/TLR6
tienen un efecto en la expresion génica y proteica, y en la funcion de los receptores
tipo toll alterando la via de senalizacion de la respuesta inmune innata en pacientes

con esquizofrenia.

5. Objetivo General

Determinar el efecto diferencial por portacion de alelos del TLR1, TLR2y TLR6
en los niveles de expresion geénica, cantidad proteica y en la funcionalidad de los

receptores.

6. Objetivos particulares

1. Determinar si las variantes genéticas rs4833093/TLR1, rs5743709/TLR2 y
rs3775073/ TLR6 se asocian a cambios en los niveles de expresion de los genes
TLR1, TLR2 y TLR6 en monocitos de pacientes con esquizofrenia y controles
sanos.

2. Cuantificar los niveles proteicos de los receptores TLR1, TLR2 y TLR6 en
monocitos de pacientes y controles.

3. Determinar los cambios en la produccion de moléculas pro- y antinflamatorias
tras un estimulo activador de la via de los TLRs en células portadoras de las

variantes genéticas.
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7. Material y Métodos

7.1 Seleccion de la muestra

7.1.1 Muestras de pacientes

Se incluyeron a 24 pacientes provenientes de la clinica de esquizofrenia del

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

7.1.2 Criterios de inclusién de pacientes

Pacientes hombres y mujeres, mayores de 18 afos, de nacionalidad vy
ascendencia mexicana, con un diagndstico psiquiatrico principal para esquizofrenia de
acuerdo con los criterios del Manual Diagnostico y estadistico de los Trastornos

Mentales (DSM-5).

Todos aceptaron participar voluntariamente en el estudio mediante la firma de

la carta de consentimiento informado (Anexo 1).

7.1.3 Criterios de exclusion de pacientes

Sujetos con una infeccidn activa al momento de la toma sanguinea; algun
diagnostico de enfermedad autoinmune o inflamatoria crénica. Pacientes en
tratamiento con medicamentos esteroideos 0 no esteroideos con al menos 1 semana

previa a la toma de muestra sanguinea.

7.1.4 Muestra de controles
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Se incluyeron 24 sujetos sanos psiquiatricamente, tanto hombres como mujeres
mayores de 18 afos, de nacionalidad y ascendencia mexicana, que mediante una
entrevista psiquiatrica no presentaran algun trastorno psiquiatrico, no haber
presentado antecedentes heredofamiliares de ningun trastorno psiquiatrico y haber
aceptado participar en el estudio mediante la firma de la carta de consentimiento

informado (Anexo 2).

7.1.5 Criterios de exclusion de controles

Personas con una infeccion activa al momento de la toma sanguinea; algun
diagnostico de enfermedad autoinmune o inflamatoria cronica. Sujetos en tratamiento
con medicamentos esteroideos o no esteroideos con al menos 1 semana previa a la

toma de muestra sanguinea.

Tanto pacientes como controles tuvieron que ser homocigotos para las variantes
de los polimorfismos de los genes de estudio. Las caracteristicas de los polimorfismos

de nucledtido simple (SNPs) se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los SNPs de interés

Gen SNP Chr. Posicion  Gene position Alelo mayor/ alelo menor
TLR1 rs4833093 4:38788119  Intrdn GIT

TLR2 rs5743709 4:153705250 Exon AIG

TLR6 rs3775073 4:38828211 Exdn T/IC

Chr: Cromosoma; SNP: Polimorfismo de nucleétido simple
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Por otra parte, se utilizé el Alcohol, Smoking, and Substance Involvement Screening
Test (ASSIST por sus siglas en ingles), una herramienta desarrollada por el Grupo de
Trabajo ASSIST de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para evaluar el
consumo de sustancias en pacientes y controles. Este cuestionario permitié analizar
tanto el consumo a lo largo de la vida como el consumo reciente (en los ultimos tres
meses) de diez sustancias distintas, ademas de identificar posibles sintomas de abuso
y dependencia asociados a su uso (WHO ASSIST Working Group, 2002). Si bien el
ASSIST contempla el analisis de diversas sustancias, en este estudio se observé que,
dentro del periodo reciente evaluado (ultimos tres meses), solo el alcohol y el tabaco
fueron reportados como consumidos por los pacientes y el grupo control. Es decir,
aunque se evaluaron otras sustancias, no se encontrd evidencia de su consumo en

este grupo durante dicho periodo.
7.2 Obtencion de muestra sanguinea

Se obtuvieron 15 ml de sangre periférica por puncidon venosa en tubos
Vacutainer™ con EDTA. Todos los tubos fueron identificados con un cédigo numérico

para proteger la identidad de los participantes.

7.3. Aislamiento de células mononucleares (PBMCs) de sangre periférica

El aislamiento de PBMCs se realiz6 mediante el método de gradiente de
densidades por centrifugacion descrito por Fuss y colaboradores (2009). Las muestras

sanguineas se centrifugaron por 15 min a 2000x g a temperatura ambiente para
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obtener un paquete celular enriquecido en leucocitos (buffy coat). Se separo el buffy
coat y se resuspendié en 10mL de solucién salina balanceada de Hank’s (HBSS). La
suspension celular se agregé lentamente otro tubo falcon que contenia 3 mL de
solucion Ficoll- Hypaque® (3 ml de Ficoll-Hypaque® por 10 mL de suspension celular)
y se centrifugo por 20 min a 900 x g. Se recupero y transfirio la interfase enriquecida
de PBMCs en un tubo nuevo. Posteriormente, se realizaron 2 lavados con HBSS y

centrifugaciones por 10 min a 600 x g a temperatura ambiente.

7.4 Seleccidn positiva con perlas magnéticas (MACs)

Con la finalidad de obtener una poblacién enriquecida en monocitos CD14+, se
realizd la separacion de PBMC mediante el sistema MACS (Miltenyi Biotec, Betgisch
Gladbach, Germany), que consta de una separacion inmunomagnética con
anticuerpos para CD14 acoplados a perlas magnéticas. Posterior a esta separacion,
se realizé un conteo celular para conocer la cantidad de monocitos obtenidos de cada
participante. De un promedio de 15.5x10° células obtenidas, se destinaron 5x108
células para los estudios de expresion, 4.5x10° células para los analisis proteinicos, y
5.5x108 células para los andlisis funcionales. En cuanto al andlisis de genotipificacion,
se utilizé la suspension celular enriquecida en linfocitos para aprovechar la muestra en

su totalidad.
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7.5. Inmunofluorescencia de CD14, TLR1, TLR2 y TLR6

Una vez hecha la separacion inmunomagnética, la suspensién celular
enriquecida en monocitos CD14+ se lavo dos veces con HBSS y se resuspendio en
medio RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, solucion 1X GlutaMax,
y solucién 1X penicilina estreptomicina. Posteriormente, se cultivaron 25,000 células
en platos de cultivo de 4 pozos de 12mm. Las células se incubaron toda la noche a
37°C, con 5% de COz2, con una atmosfera humeda. Al dia siguiente, las células fueron
fijadas con paraformaldehido al 4% por 10 min y se lavé dos veces con TBS para retirar
el exceso del fijador. El bloqueo se realizé colocando suero de burro al 10%, 0.3M de
glicina al 0.05% y Tween20 en TBS por 30 min. Para la deteccién de CD14, se realizd
una inmunofluorescencia usando R-PE conjugado con anti-CD14 para humano (Life
technologies MHCD1404) en una dilucion 1:150. La detecciéon de los TLRs fue
mediante fluoresencia indirecta, utilizando los anticuerpos primarios que se describen
a continuacion: anti-TLR1 hecho en conejo (Novus Biologicals NB100-56563), anti-
TLR2 hecho en ratén (Novus Biologicals NB100-56722) y anti-TLR6 hecho en conejo
(Novus Biologicals NBP1-76664), para estos tres casos se realizd una dilucion 1:200
en suero de burro 1%, con 0.05% de Tween20 en TBS. Las muestras se dejaron
incubando toda la noche a 4°C en una camara humeda protegida de la luz. Después
de haber realizado cuatro lavados con TBS (0.1%), las células fueron incubadas con
sus respectivos anticuerpos secundarios: anti-conejo IgG conjugado con Alexa Fluor®
647 (Abcam ab150075; dilucion 1:1000) y un anti- mouse IgG conjugado con Alexa

Fluor® 488 (Jackson ImmunoResearch 715-545-150; dilucién 1:800) incubado en
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TTBS por 1 hora a temperatura ambiente cubierto de la luz. Finalmente, se realizaron
lavados para eliminar el excedente de anticuerpo secundario y se colocar 1uM de DAPI
para la tincién nuclear por 10 min, se lavaron las muestras con agua desionizada y se
colocaron en un portaobjeto con CitiFluor® para la visualizacion de imagenes. Las
imagenes fueron observadas con un microscopio confocal LSM900 con Airyscan
(ZEISS) y se analizaron con el programa FIJI Image J 2.9.0 (NIH Image J, Bethesda,

USA).
7.6. Genotipificacion por PCR en Tiempo Real

La genotipificacidén de los polimorfismos rs4833093 (C_44103593 _10) del gen
TLR1;rs5743709 (C_25607728_10) del gen TLR2; y rs3775073 (C_25809256_30) del
gen TLR6, 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 pL: 50ug de DNAg, 1X Master Mix Il, agua para PCR (Lonza) y 1X de sonda
TagMan®. El protocolo de la reaccidon consistid 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 extensién a 60°C. La amplificacion se
llevé a cabo con el equipo 7500 Real Time PCR System con el software SDS v2.1

(Applied Biosystems StepOne™).
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7.7. Extraccion de RNA 'y obtencion de cDNA por gPCR

Partiendo de 5x108 células, se obtuvo RNA total utilizando el método de
TRIzol™ siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la sintesis de cDNA, se utilizd
el kit SuperScript IV VILO Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Se realizaron tres
replicas por cada muestra utilizando PCR StepOne Real-Time (Applied Biosystems

StepOne).

Como primer paso, se realizo la digestion del gDNA, utilizando 1ul de solucion
ezDNase 10X, 1ul de enzima ezDNase, 2.0 ug de RNA total y 6 yl de agua libre de
RNAsas. Posteriormente, se mezclo la reaccion y se incubo a 37°C por 2 min. Por
ultimo, se prepard la reaccidon de retrotranscripcion, que consisti6 en 4 ul de
SuperScript™ IV VILO™ Master Mix (Thermo Fisher Scientific) y 6 yl de agua libre de
RNAsas. Para llevar a cabo el alineamiento de primers, las muestras se incubaron
25°C por 10 min y una incubacién a 50°C por 10 min para la transcripcion reversa.
Finalmente, las muestras se incubaron a 85°C para inactivar la enzima. Para llevar a
cabo la gRT-PCR, se utilizaron 10 ul de volumen de reaccion, conformados por 500ng

de cDNA, TagMan Universal Master Mix Il 1X'y Sonda TagMan de expresion.

7.8 Analisis de expresion génicade TLR1, TLR2y TLR6

El estudio de expresion se analiz6 mediante sondas TagMan para TLRT

(Hs00413978_m1), TLR2 (Hs02621280 s1), TLR6 (Hs00271977 s1) y ACBT
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(Hs99999903 m1) como gen constitutivo, utilizando 7500 Real Time PCR System con

el programa SDS v2.1 (Applied Biosystems Inc.; Foster City, CA).

7.9 Evaluacién por citometria de flujo de TLR1, TLR2 y TLR6

Posterior a la elucion por las columnas magnéticas, se tomaron
aproximadamente 4.5X108 para realizar el andlisis por citometria de flujo. Para esto,
las muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% por 30 min. Posteriormente se
realizaron 2 lavados con PBS para eliminar el fijador y realizar las tinciones
correspondientes para TLR1, TLR2 y TLR6. Para la deteccién de CD14, se realiz6é una
inmunofluorescencia usando R-PE conjugado con anti-CD14 para humano (Life
technologies, MHCD1404). La deteccion de los TLRs de interés fue mediante
fluorescencia indirecta, utilizando los anticuerpos primarios que se describen a
continuacion: anti-TLR1 hecho en conejo (Novus Biologicals; NB100-56563), anti-
TLR2 hecho en ratdén (Novus Biologicals NB100-56722) y anti-TLR6 hecho en conejo
(Novus Biologicals NBP1-76664). Las muestras se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron con sus respectivos anticuerpos secundarios: anti-conejo IgG conjugado
con Alexa Fluor® 647 (Abcam) y un anti- mouse IgG conjugado con Alexa Fluor® 488
(Jackson ImmunoResearch 715-545-150) incubado en PBS por 30 min a temperatura

ambiente
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7.8. Cultivos celulares para estudios funcionales

Para llevar a cabo el analisis funcional, se cultivaron dos cajas por individuo con
2.25x10% monocitos en cada una. Se coloco RPMI 1640 suplementado con suero
bobino fetal al 10%, GlutaMax 1X, y penicilina estreptomicina 1X. Las células se
incubaron toda la noche a 37°C, con 5% de CO2, con una atmosfera humeda.
Posteriormente, una de las cajas fue estimulada con 25 ng/mL de lipopeptido 2
activador de macréfagos (MALP-2) (Novus,NBP2-26219), el cual es un ligando
especifico para TLR6 y TLR2 y la segunda caja de cultivo no se le coloco ningun

estimulo como control.

7.11 Ensayo de perfil protebmico

Después de una incubacidon de 24 h, se recolectaron los sobrenadantes y se
almacenaron a -20°C hasta su analisis posterior. La proteina total en los
sobrenadantes se determind utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA (Pierce),
segun las recomendaciones del fabricante. Los sobrenadantes de cultivo (500 ug de
proteina por muestra) se analizaron para detectar los factores secretados por
monocitos utilizando el kit Proteome Profiler™ Human XL Cytokine Array (R&D
Systems), siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. El volumen
densitométrico de los puntos inmunorreactivos se determind con el software

FlJl/Imaged version 8 (NIH, USA). Los datos se normalizaron restando el volumen
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densitométrico de los puntos de control negativo y se expresaron como un porcentaje

del volumen densitométrico de los puntos de control positivo del inmunoensayo.

7.12 Analisis estadistico

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes y los controles
fueron analizadas utilizando diferentes pruebas estadisticas segun el tipo de variable.
Para las variables continuas, como la edad, el indice de masa corporal y la presion
arterial, se empled la prueba t de Student. En el caso de las variables categoricas,
como el sexo, estado civil, nivel educativo, situacion laboral y consumo de sustancias,

se utilizé la prueba de chi-cuadrado.

El analisis de expresion génica se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism
versidon 5.0.0 (GraphPad Prism, 2022). Todos los resultados fueron normalizados con
los valores de expresion relativa de ACTB. Los valores de ciclo umbral se promediaron,
y los niveles de expresion génica relativa de TLR1, TLR2 y TLR6 se determinaron
mediante el método comparativo de ciclo umbral descrito por Rao y colaboradores
(2013). Las diferencias entre la expresion de TLR1, TLR2 y TLR6 en pacientes y
controles se calcularon mediante una prueba t. Los cambios en la expresion génica en
relacion con la portacién de genotipo especifico se analizaron utilizando ANOVA vy la
prueba post hoc de comparaciones multiples de Dunn’s. Para el analisis proteico, se
calculdé la cantidad de fluorescencia relativa de TLR1, TLR2 y TLR6 mediante

citometria de flujo entre pacientes y controles utilizando una prueba t. Por otra parte,
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se analizaron ANOVAy la prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey para
evaluar diferencias en la fluorescencia relativa en relacion con la presencia alélica en

pacientes y controles.

Para el analisis funcional, se realizaron un mapa de calor y un analisis de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) para el analisis exploratorio
de los perfiles de secrecion. El primer enfoque de los valores experimentales fue un
mapa de calor escalado por filas (escala z para cada variable) y dendogramas de
clasificacion no dirigida para agrupar las moléculas y los sujetos de acuerdo con sus
similitudes. Cada columna representd a un sujeto diferente, con o sin tratamiento. La
otra forma de visualizacidon fue un biplot derivado del método PCA, el cual permite
reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos, manteniendo la mayor cantidad
posible de la variabilidad presente en los datos originales (Jolliffe y Cadima, 2016;
Camargo, 2022). El fundamento basico del PCA radica en encontrar un conjunto de
vectores ortogonales, denominados componentes principales, que describen la
direccién de maxima variacion en los datos. Los componentes principales se ordenan
en funcion de la cantidad de varianza que explican en los datos de partida. Al realizar
la transformacion de los datos originales a través de los componentes principales,
podemos reducir la dimensionalidad del conjunto de datos, lo que facilita la
visualizacion y la interpretacién de los resultados (Camargo, 2022). El mapa de calor
se evalud utilizando la biblioteca heatmaply versiéon 1.4.0 y el enfoque PCA con la
biblioteca PCA tools version 2.16.0, todo dentro del paquete de software R version

4.41.
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas Demograficas y Clinicas de la Muestra

Las caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra se presentan en la Tabla 2.
El analisis no mostro diferencias significativas en la edad ni en el sexo entre los
pacientes y los controles. En cuanto al consumo de sustancias, ninguno de los
participantes reportd el uso de drogas ilegales. Por esta razén, en la Tabla 2 solo se
presentan los datos relacionados con el consumo de tabaco y alcohol. Sin embargo,

no se observaron diferencias significativas entre los grupos de comparacion.

Por otra parte, se observd que el porcentaje de personas solteras fue mayor en el
grupo de pacientes en comparacion con los controles. Asimismo, los pacientes
presentaron una mayor proporcion de individuos con educacion basica, mientras que
en el grupo control se encontré una mayor frecuencia de personas con niveles
educativos avanzados. De manera similar, la proporciéon de personas desempleadas

fue superior en los pacientes en comparacion con los controles.

Table 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la muestra

Controles  Pacientes

Caracteristica Estadistica
(n=24) (n=24)
Edad, afos, media (DE), 36.38(5.3) 41.71(3.2) t=1.63,p=0.108
Sexo, n (%)
Hombres 13(59.09) 15(62.50) X?=0.05, p=0.812
Mujeres 9 (40.91) 9 (37.50)
Estado civil, n (%)
Casado 10(41.67) 1(4) X?=9.97, p=0.0016
Soltero 14 (58.33) 24 (96)

Escolaridad, n (%), afios
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Basica 2 (8)

Media 6 (25)

Superior 16 (57)
Trabaja, n (%)

Yes 24 (100)
No 0 (0)
Consumo de tabaco, n (%) 15 (62.5)
Consumo de alcohol, n (%) 14 (66.67)
Presidn arterial sistdlica, media (DE) 120 (11.1)
Presién arterial diastdlica, media (DE) 73.8 (10.3)
indice de masa corporal, media (DE) 27.5(7.13)

Edad de inicio, media (DE), afios -

Edad de diagndstico, media (DE), edad -
Uso de antipsicéticos de segunda generacion, n (%) -
Uso de antipsicoticos de primera generacion, n (%) -
Uso de antidepresivos, n (%) -

11 (46)
10 (41)
3 (13)

13 (54.1)
11 (45.9)
14 (58.33)
19 (79.17)

117 (14.2)
73.5(10.2)

29.3 (6.38)
23.2(8.42)

26.1 (8.54)
15 (62)
11 (46)
13 (54)

X*=16.1, p= 0.0003

X?= 14.2, p=0.0002

X?= 0.08, p=0.767
X2= 0.89, p=0.344

t=0.69, p=0.492
t=0.098, p=0.921

t=0.918, p=0.363

8.2 Deteccidon inmunofluorescente de CD14+, TLR1, TLR2 y TLR6

La deteccién inmunofluorescente de CD14+ se realizé para probar la eficiencia

de la seleccion inmunomagnética de monocitos de sangre periférica con la

metodologia de MACS. Respecto al recuento total de nucleos en cinco campos

aleatorios fue del 87.5 + 2.6%. A partir de estas células CD14+, una evaluacion

preliminar de la inmunoreactividad de los TLR mostré que > 90 % de las células

expresaban TLR1, TLR2 y TLR6 (Figura 1).
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Cell percentage

Figura 1. Caracterizacion inmunofluorescente de células monociticas humanas para los
receptores TLR1, TLR2 y TLR6. A) Las células fueron tefiidas para la deteccion de nucleos con DAPI
(gris), el marcador especifico de monocitos CD14* (rojo) y los receptores Toll-like TLR1 (magenta), TLR2
(verde) y TLR6 (azul). La imagen compuesta (MERGE) muestra la colocalizacion de estos marcadores,
confirmando la expresion conjunta de los receptores TLR en células monociticas. B) El grafico de barras
representa el porcentaje de células inmunorreactivas para CD14" (89.60 + 4.7), TLR1 (98.2 + 0.65),
TLR2 (98.9 £ 0.39) y TLR6 (94.6 + 0.85). Estos resultados reflejan la alta eficiencia del método de
separacion de monocitos mediante perlas inmunomagnéticas, asegurando una poblacién celular
homogénea y adecuada para el analisis de expresion de receptores tipo Toll.
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8.3 Analisis de expresion génicade TLR1, TLR2y TLR6

Para observar los niveles de expresion de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 en
pacientes con esquizofrenia y controles sanos en nuestra muestra, se realizd un

analisis inicial sin tomar en cuenta la portacion de los alelos de interés.

Se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion génica de TLR1
(t=17.3, p<0,0001), TLR2 (t=8,61, p<0,0001) y TLR6 (t=13,8, p=0,0001) entre la
muestra total de pacientes y los controles (Figura 2). Los niveles de expresion génica
de los tres TLRs mostraron una disminucién notable en pacientes con esquizofrenia

en comparacion con controles.
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Figura 2. Expresion relativa de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 en pacientes con esquizofrenia y
controles. La expresion relativa de los TLRs fue medida en monocitos de sangre periférica mediante
gPCR y normalizada con el gen de referencia ACBT. A) Expresion de RNAm de TLR7 en monocitos de
pacientes con esquizofrenia y controles. B) Expresion de RNAm de TLR2 en monocitos de pacientes y
controles. C) Expresion de RNAm de TLR6 en monocitos de pacientes y controles. Los datos se
presentan como media + SEM, y se indican las diferencias significativas entre grupos (***p < 0.001).

El andlisis de los niveles de expresion génica en pacientes con esquizofrenia
reveld diferencias significativas entre los portadores del genotipo TT y GG del
polimorfismo rs4833092/TLR1 (p<0.0001). Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas en la expresion génica entre los controles al comparar los genotipos TT
y CC. Ademas, los pacientes con el genotipo GG mostraron una disminucion en la
expresion génica en comparacion con los controles portadores tanto del genotipo TT

(p<0.0001), como del genotipo GG (p<0.0001) (Figura 3A).

Se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion del gen
TLRZ2 entre pacientes con esquizofrenia y controles portadores del genotipo AA (p <
0.05). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
expresion génica entre pacientes y controles portadores del genotipo GG (Figura 3B),
al igual que no se observaron diferencias de los casos portadores del genotipo AA'y
controles GG, lo cual podria sugerir que la portacion del genotipo no esta asociada con

alteraciones en la expresion génica de TLRZ2.

Por otra parte, se observé una disminucion en los niveles de expresion del gen
TLRG6 en los pacientes portadores del genotipo CC del polimorfismo rs3775073/TLR6
en comparacion con los controles portadores de los genotipos CC y TT (p<0.05).

Ademas, se encontraron diferencias significativas entre los pacientes portadores del
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genotipo CC vy los controles portadores del genotipo TT (p<0.05). Finalmente, la
comparacién entre pacientes con esquizofrenia y controles portadores del genotipo TT

mostro diferencias significativas en los niveles de expresion génica (p<0.05) (Figura

30C).
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Figura 3. Niveles de expresién de ARNm de TLR1, TLR2y TLR6 en monocitos de pacientes con
esquizofrenia y controles portadores de los genotipos de interés. La expresion relativa de TLR se
midioé en monocitos de sangre periférica mediante gPCR y normalizada con el gen de referencia ACBT.
A) Expresion de RNAm de TLR1 en monocitos de pacientes con esquizofrenia y controles portadores
de diferentes genotipos para la variante rs4833093 (***p=0.0001). B) Expresion de RNAm de TLR2 en
monocitos de pacientes y controles portadores de diferentes genotipos para la variante rs5743709
(***p=0.0006). C) Expresion de RNAm de TLR6 en monocitos de pacientes y controles portadores de
los diferentes genotipos homocigotos para el polimorfismo rs3775073 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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8.4 Analisis de expresion proteica de TLR1, TLR2 y TLR6

Para evaluar los niveles de los receptores TLR1, TLR2 y TLR6 en monocitos de
pacientes con esquizofrenia y controles, se realizé un andlisis inicial sin considerar la
portacién del genotipo (Figura 4). El analisis de la expresion proteica mostré una
disminucién significativa en los niveles de TLR1 en los monocitos de los pacientes con
esquizofrenia en comparacion con los controles (p < 0.05). Por el contrario, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de expresion proteica de TLR2 y

TLRG6 entre los grupos de comparacion (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis de la expresion proteica en la que se muestra la intensidad de
fluorescencia relativa de TLR1, TLR2 y TLR6 en monocitos de pacientes con
esquizofrenia y controles. La expresion relativa de proteina TLR fue medida en monocitos
de sangre periférica mediante citometria de flujo. A) Comparacion de la expresién de proteina
de TLR1 entre pacientes con esquizofrenia y controles. B) Comparacién de la expresion de
proteina de TLR2 entre pacientes con esquizofrenia y controles. C) Comparaciéon de la
expresion de proteina de TLR6 entre pacientes con esquizofrenia y controles. Los datos se
presentan como media £+ SEM, y se indican las diferencias significativas entre los grupos
(**p<0.05).
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La Figura 5 ilustra los niveles proteicos de TLR1, TLR2 y TLR6 en monocitos de
pacientes con esquizofrenia y controles. Se observd una expresiéon de proteina
significativamente mayor de TLR1 en los controles con el genotipo TT en comparacion
con los controles con el genotipo GG (p=0.0021). En contraste, los pacientes con
esquizofrenia portadores del genotipo TT presentaron una disminucion en la expresion
proteica de TLR1 comparado con los controles con el genotipo TT (p < 0.0001) y

también, con los controles con el genotipo GG (p = 0.0007).

Por otra parte, los niveles de proteina TLR2 fueron significativamente menores
en los pacientes con el genotipo GG en comparacion con los controles portadores del
mismo genotipo (p<0.014) (Figura 5B). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en la expresién de proteina TLR2 entre los otros grupos de genotipos.
Por ultimo, el analisis de expresiéon de la proteina TLR6 entre casos y controles para

los diferentes genotipos, no revelo diferencias significativas (Figura 5C).
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Figura 5. Expresion de proteina de TLR1, TLR2 y TLR6 en monocitos de pacientes con
esquizofrenia y controles por portacion de los genotipos. La expresion relativa de proteina
fue medida en monocitos de sangre periférica mediante citometria de flujo. A) Expresion de
proteina TLR1 en monocitos de pacientes y controles portadores de los diferentes genotipos
homocigotos para la variante rs4833093 (**p=0.0021, ***p=0.0007, ****p<0.0001). B)
Expresion de proteina TLR2 en monocitos de pacientes y controles portadores de los
genotipos homocigotos para la variante rs5743709 (*p<0.014). C) Expresion de proteina TLR6
en monocitos de pacientes y controles portadores de los genotipos homocigotos para la
variante rs3775073.

57



8.5 Evaluacién funcional de TLR2/TLR6 en monocitos de pacientes con
esquizofrenia y controles.

Se utilizé una matriz de proteoma que permite la inmunodeteccion de 105
analitos para identificar el perfil secretor inducido por ligandos de TLR2/TLR6 en una
submuestra que consistié en tres pacientes con esquizofrenia (SZ1, SZ2 'y SZ3) y tres
controles sanos (HCS1, HCS2 y HCS3) seleccionados de manera aleatoria del total de
la muestra de estudio (Figura 6A). De los 105 analitos, solo 40 fueron detectables en
los sobrenadantes del cultivo celular de monocitos estimulados con MALP2 (MALP2+)
y no estimulados (MALP2-). El analisis de cluster del subgrupo mostré que los
monocitos MALP2- de dos controles (HCS1, HCS3) y dos pacientes con SZ (SZ2, SZ3)
formaron un cluster caracterizado por una sefial inmunorreactiva baja en comparacién
con sus correspondientes muestras estimuladas con MALP2+ (HCS1.s, HCSS3.s,
SZ2.s, SZ3.s; muestras marcadas en la figura con un asterisco *), las cuales mostraron
un aumento en la sefal (Figura 6B). De manera interesante, otro cluster con sefales

inmunorreactivas bajas fue el grupo conformado por
-HCS2, -HCS2.s, -SZ1 y -SZ1.s (Figura 6B).

Adicionalmente, el analisis de cluster de proteinas reveld dos grupos principales
(Figura 6B). De manera interesante, se observo que las proteinas cuyos niveles fueron
significativamente mas altos en pacientes con esquizofrenia (Angiopoyetina 2, Serpina
E1, uPAR e IL-18; marcadas con +) se agruparon en el cluster superior, mientras que

las proteinas con niveles significativamente mas bajos en pacientes en comparacion
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con controles (Mieloperoxidasa, MIF, IL-17A, IL-24 y MCP-1; marcadas con ~) se

agruparon en el cluster inferior (Figura 6B).

El analisis de PCA (Figura 6C) mostrd una agrupacioén similar a la observada en
el analisis de cluster. En el analisis se muestran dos componentes principales que
estan representados en un a grafica de dos dimensiones, explicando el 69.5% de la

variancia total (PC1 45.38% y PC2 24.12%).

En la figura 6D, se muestran las graficas de barras en donde se ilustra el
volumen densitométrico de las nueve proteinas que mostraron diferencias
significativas entre los pacientes con esquizofrenia y sujetos control. La sefal
inmunorreactiva para la Angiopoyetina 2 fue mayor en los sobrenadantes de los
monocitos MALP2- de pacientes con esquizofrenia en comparacion con controles. Es
importante destacar que no se observaron diferencias significativas en los niveles de
angiopoyetina 2 en los sobrenadantes de monocitos de pacientes MALP- y MALP+.
Con respecto a Serpin E1 como uPAR, mostraron volumenes densitométricos
significativamente mayores en células MALP2+ de pacientes en comparacién con

controles.

De manera similar, los niveles de IL-18 fueron mayores en monocitos MALP2+
de pacientes con esquizofrenia en relacién con controles bajo las mismas condiciones.
Por otro lado, la mieloperoxidasa y MIF mostraron una reduccion significativa en los
sobrenadantes de monocitos derivados de pacientes, independientemente de la
estimulacion con MALP2. Adicionalmente, los niveles de IL-17A, IL-24 y MCP-1

mostraron un aumento significativo en los sobrenadantes de monocitos de controles
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estimulados con MALP2+, pero estas senales se redujeron en los monocitos de

pacientes con esquizofrenia bajo las mismas condiciones.
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Figura 6. Analisis de los perfiles de secrecidon inducidos por la estimulacion del ligando
TLR2/TLR6 en monocitos CD14(+) de pacientes con esquizofrenia y controles sanos. Los
monocitos fueron incubados con 25 ng/mL de MALP2 (MALP2+) o sin este ligando (MALP2-) en un
medio sin suero durante 24 h, y se recolectaron los sobrenadantes de cultivo para inmunoensayos
protedmicos posteriores. A) Imagenes representativas de los puntos inmunorreactivos detectados en
los ensayos protedmicos y su representacion correspondiente como mapas de calor densitométricos.
B) Mapa de calor que ilustra los niveles de expresién de cada una de las proteinas en cada sujeto
analizado, con los dendogramas que corresponden al analisis de conglomerados de los sujetos y de
proteinas. C) Analisis de componentes principales (PCA) que indica la distribucion de las muestras de
sujetos en los dos componentes principales, los cuales explican el 69.5% de la variabilidad total. D)
Representacion grafica del volumen densitométrico de los puntos inmunorreactivos, mostrando
diferencias significativas entre las muestras de pacientes y controles. Los datos representan la media +
SEM; las diferencias estadisticas se evaluaron mediante ANOVA de dos vias y la prueba post hoc de
Tukey para comparaciones multiples, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****p<0.0001. HCS (control
sano), SZ (paciente con esquizofrenia), s (sujeto estimulado), Lipopeptido activador de macrofagos 2
(MALP2).

9. Discusion

Los estudios de asociacion genética han proporcionado evidencia de genes
relacionados con la inflamacién en la esquizofrenia; sin embargo, estudiar el efecto
que pueden tener las variantes de riesgo identificadas en la expresion génica, podria
aportar informaciéon adicional sobre su papel en el desarrollo de la esquizofrenia. La
importancia biolégica de estos cambios en la fisiopatologia de la esquizofrenia no esta
clara; por lo tanto, el objetivo fue investigar el efecto de tres variantes genéticas
previamente asociadas con la esquizofrenia (Sotelo et al., 2023) en los niveles de
expresion génica de pacientes mexicanos con esquizofrenia en comparacion con un

grupo control.

El analisis de las caracteristicas clinicas y demograficas mostré que el 96% de
los pacientes incluidos en el estudio eran solteros. Se ha reportado previamente que

las personas con este trastorno, particularmente los hombres, presentan una menor
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tasa de matrimonio en comparacion con la poblacion general (Thara & Srinivasan,
1997). Ademas, diversos estudios han sefalado que mantener un estado civil estable
contribuye significativamente a mejorar la calidad de vida en pacientes con
esquizofrenia (Nyer et al., 2010). Por otra parte, se observd que los pacientes con
esquizofrenia presentan un nivel educativo basico y una mayor tasa de desempleo,
hallazgos que coinciden con lo reportado en estudios previos (Tesli et al., 2022; Cano-
Ramirez et al., 2023). Se ha descrito que los individuos con esquizofrenia tienden a
alcanzar niveles educativos mas bajos debido a la presencia de sintomas asociados
al trastorno, entre ellos el deterioro cognitivo, déficit de memoria, problemas de
atencion y alteraciones en la funcidn ejecutiva, los cuales también pueden influir en su
capacidad para acceder y mantener un empleo (McCutcheon et al., 2023).
Adicionalmente, se ha documentado que el empleo a largo plazo representa un desafio
para muchas personas con esquizofrenia, no solo debido a sus sintomas, sino también
a factores externos como la discriminacion laboral y la falta de sistemas de apoyo

adecuados en el entorno de trabajo (Chong et al., 2009; Marwaha & Johnson, 2004).

Con respecto al analisis genético, nuestros hallazgos mostraron una
disminucién en la expresion de los genes TLR1, TLR2 y TLR6 en los pacientes en
comparacién con los controles. Koztowska y colaboradores (2018) reportaron
alteraciones en los niveles de expresion de los genes TLR1 al TLR9 en pacientes con
esquizofrenia. Sin embargo, dicho estudio se realizd en poblacién europea y solo
evaluaron los cambios en la expresion génica de los TLRs entre pacientes y controles

sanos.
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Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio que se enfoca en
identificar el efecto de alelos especificos en la expresidn génica comparando pacientes
con esquizofrenia y controles sanos. De tal manera, nos centramos en evaluar a
individuos homocigotos para cada una de las variantes polimérficas. Con respecto al
analisis de TLR1, se observé una disminucién en la expresion del gen en los pacientes
con el genotipo GG en comparacion con pacientes con el genotipo TT, al igual que los
grupos control con los genotipos TT y GG. Estos hallazgos sugieren que portar el
genotipo GG puede estar asociado con una disminucién de la expresion del gen TLR1

en pacientes con esquizofrenia.

Se observd una mayor expresion en los niveles de expresion génica de TLR2
en pacientes con esquizofrenia en comparacion con controles que portan el genotipo
AA, lo que sugiere una posible asociacion entre la expresion elevada de TLR2 y la
patogénesis de la esquizofrenia en individuos con este genotipo. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion de TLRZ2 entre
pacientes y controles que portan el genotipo GG. Ademas, tampoco se observaron
diferencias significativas al comparar los pacientes con genotipo AA y los controles con
genotipo GG. Este hallazgo sugiere que la expresién génica de TLR2 no esta
influenciada unicamente por la portacion del genotipo en la poblacion estudiada. La
ausencia de una asociacion consistente podria atribuirse a factores adicionales como
la influencia del entorno, diferencias epigenéticas, o la regulacion postranscripcional

que modula la expresion génica independientemente del genotipo.
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Con respecto a los resultados de TLR6, se observé una disminucion significativa
en los niveles de expresion génica en pacientes con esquizofrenia que portan el
genotipo CC en comparacién con los controles portadores de los genotipos CC y TT.
Ademas, se observaron diferencias significativas entre los pacientes portadores del
genotipo CC y los controles portadores del genotipo TT, asi como entre pacientes y
controles portadores del genotipo TT. Estos hallazgos sugieren una asociacién entre
la portacion del genotipo CC y una expresion reducida de TLR6 en pacientes con
esquizofrenia. La observacion de diferencias significativas entre pacientes y controles
portadores del genotipo TT sugiere que las alteraciones en la expresiéon de TLR6 no
son exclusivas del genotipo CC, lo que refuerza la hipétesis de que multiples factores
genéticos y posiblemente epigenéticos regulan la expresion de este gen en el contexto

de la esquizofrenia.

En conjunto, nuestros hallazgos destacan la importancia de TLRT en la
respuesta inmunitaria y su potencial implicacion en los mecanismos inflamatorios de
la esquizofrenia, subrayando la necesidad de investigaciones adicionales para evaluar

su papel como posible biomarcador y objetivo terapéutico en esta enfermedad.

Para investigar el posible impacto del polimorfismo rs4833093 en TLR1,
utilizamos la base de datos JASPAR para analizar los motivos de unién a ADN (Kent
et al., 2002). Nuestro analisis revelo que la variante rs4833093/TLR1 esta ubicada
dentro de un sitio de union para distintos factores de transcripcion, como lo es la caja
homeadtica one cut 1 (ONECUT1), que esta asociada con el desarrollo del sistema

nervioso (van der Raadt et al.,, 2019) y también con procesos inmunolégicos en
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enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus (Prudente et al., 2022). Otro
factor de transcripcién que se une al mismo sitio de unién es el factor regulador del
interferon 1 (IRF1), el cual desempefa un papel importante en la respuesta inmune
innata (Song et al., 2021). Un estudio realizado por Chase y colaboradores (2019)
reportd niveles de expresion alterados de marcadores inmunolégicos como IRF1 y
TLR4 en pacientes con esquizofrenia y trauma en la infancia. El ultimo factor de
transcripcion es la proteina de dedos de zinc 354A (ZNF354A), que facilita la actividad
del factor de transcripcion que se une al ADN. Estos hallazgos sugieren que el
polimorfismo rs4833093/TLR1 podria modificar la afinidad de uniéon de estos factores
de transcripcion, lo que potencialmente podria alterar los niveles de expresiéon del gen

TLR1.

Se ha sugerido que la estabilidad del ARNm es afectada por el numero de
codones Optimos y no Optimos (Presnyak et al., 2015; Forrest et al., 2020). Las
variantes de los genes TLR2 y TLR6 podrian estar relacionadas con alteraciones en la
estabilidad del ARNm, lo que confiere un incremento en el riesgo a desarrollar

esquizofrenia.

Hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio que busca dilucidar el
papel que desempefian las variantes polimorficas en la expresion de proteinas en
pacientes con esquizofrenia (SZ). Con respecto al analisis de expresion proteica de
TLR1 de la muestra total, se observé una menor cantidad de receptor en pacientes con
esquizofrenia, en comparacién con controles sanos (Figura 4A). Por otra parte, la

expresion proteica de TLR2 y TLR6 no mostro diferencias significativas en pacientes
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ni en controles. Un estudio realizado por Juncal-Ruiz y colaboradores (2020) analizé
la expresién proteica de los receptores TLR1 al TLR9 en monocitosy en células By T
de pacientes con esquizofrenia, en el cual se observé una disminucion en la cantidad
de receptores TLR1, TLR2, TLR5 y TLR8 en pacientes con esquizofrenia durante su

primer episodio psicotico.

En relacién con el analisis de portacion de genotipos de TLR1, se observd una
disminucién en la cantidad proteica en pacientes portadores del genotipo TT en
comparacién con los controles TT y GG, lo cual sugiere que la portacion del genotipo
TT podria tener un efecto protector contra la esquizofrenia. Por otra parte, el analisis
de expresion proteica de TLR2 y TLR6 no mostraron diferencias significativas entre la
portacién del genotipo. Es importante destacar que no se observé una relacion entre
los niveles de expresion génica de TLR1 y la expresiéon de la proteina, lo que podria
indicar la posible participacion de modificaciones postranscripcionales y/o

postraduccionales que influyen en la regulacién de la expresidén génica y proteica.

La relacion entre la expresion génica y la expresion de proteinas es
inherentemente compleja y esta sujeta a regulacion en multiples etapas del proceso
de expresion génica. La falta de correlacion entre los niveles de ARNm y proteinas
observada en este estudio puede atribuirse a varios factores regulatorios, incluidos los

procesos postranscripcionales, de traduccion y modificaciones postraduccionales.

La regulacion postranscripcional es un factor clave en la determinacion de los
niveles de proteina (McManus et al., 2015). Después de la transcripcion, diversos

mecanismos regulatorios, como los microARNs (miARN) y las proteinas de union al
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ARN, pueden unirse al ARNm y modular su estabilidad o eficiencia de traduccion (Jiang
y Coller, 2012). Esto puede resultar en una disminucion de la produccion de proteina,
incluso en presencia de altos niveles de ARNm. Ademas, el empalme alternativo del
pre-ARNm puede generar multiples isoformas con diferentes niveles de estabilidad o
funcionalidad, lo que complica aun mas la relacién entre los niveles de ARNm y

proteina (Mockenhaupt y Makeyev, 2015).

La estabilidad y degradacion del ARNm también son factores importantes que
contribuyen a esta discrepancia. Los ARNm varian en su vida media, algunos se
degradan rapidamente mientras que otros persisten mas tiempo en la célula, lo que
afecta la cantidad total de proteina sintetizada. Ademas, la eficiencia de la traduccion
puede verse influenciada por las estructuras secundarias del ARNm, la disponibilidad
de ribosomas y otros factores que impactan en el proceso traduccional (Eisen et al.,

2020).

Las modificaciones postraduccionales (PTMs) también desempefian un papel
crucial en la regulacion de los niveles de proteina. Las proteinas pueden someterse a
una variedad de modificaciones después de la traduccion, como fosforilacion,
glucosilacién o ubiquitinacion, que pueden alterar su estabilidad, actividad o
localizacion dentro de la célula. En el caso de los receptores tipo Toll (TLRs), su trafico
intracelular es un proceso clave que influye en su funcion. Los TLRs se sintetizan en
el reticulo endoplasmico y, tras una serie de modificaciones postraduccionales, como
la glicosilacion, son transportados a la membrana plasmatica o a compartimentos

endosomales especificos, donde median la deteccion de patogenos y la activacion de
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respuestas inmunes. Estas modificaciones pueden llevar a la degradacion de la
proteina o a cambios funcionales, reduciendo los niveles detectables de proteina,
incluso si los niveles de ARNm permanecen constantes. Las vias de degradacion de
proteinas, en particular el sistema ubiquitina-proteasoma, también contribuyen a las
discrepancias observadas entre los niveles de ARNm y proteina. Las proteinas
marcadas para degradacion pueden ser eliminadas rapidamente de la célula, lo que
reduce los niveles de proteina a pesar de la presencia continua de sus transcritos de
ARNmM correspondientes (Liu et al., 2023). En conclusién, la falta de correlacion entre
los niveles de ARNm y proteina observada en este estudio probablemente refleja la
influencia de multiples procesos regulatorios, en particular modificaciones
postranscripcionales y postraduccionales. Estos mecanismos resaltan la complejidad
de la expresion génica y subrayan que los niveles de proteina no siempre pueden

inferirse directamente a partir de los niveles de ARNm.

Con respecto al analisis funcional de los TLRs, se observaron diferencias
significativas en los perfiles de secrecion de proteinas de las células de los sujetos
control en comparacion con los pacientes con esquizofrenia, lo cual podria ofrecer
nuevas perspectivas sobre los mecanismos subyacentes de la enfermedad y su
respuesta a la activacion de receptores relacionados con la inmunidad innata. El
anadlisis de agrupamiento jerarquico de los perfiles de expresion proteica permitio
observar una clara diferencia entre los perfiles de secrecion de los monocitos de
pacientes y controles con y sin estimulacion con el ligando de TLR2/TLR6 MALP2. En

particular, el tratamiento con MALP2 parece provocar un cambio notable en los
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patrones de secrecidn de proteinas en los monocitos de los pacientes con
esquizofrenia. Esto sugiere que los pacientes con esquizofrenia responden de manera
unica a la activaciéon de los receptores TLR, lo cual podria indicar una susceptibilidad

inmunoldgica subyacente.

Por otra parte, el analisis de PCA mostrd una separaciéon clara entre los grupos de
pacientes y controles, evidenciando una variabilidad en los perfiles de secrecion
proteica entre los grupos. La mayoria de los individuos que compone al grupo de
pacientes se agrupan en distintas areas del grafico en comparacién con los individuos
del grupo de controles, lo que indica que los pacientes con esquizofrenia presentan un
perfil de secrecion distinto inclusive en condiciones basales (sin estimulacién con el
ligando MALP2). Ademas, el tratamiento con MALP2 aumenta aun mas la divergencia
entre los grupos, lo que sugiere que este tratamiento exacerba las diferencias en la
secrecion proteica, particularmente en los pacientes con esquizofrenia. La
superposicion parcial entre pacientes y controles sin tratamiento indica que, aunque
existen diferencias de base entre los grupos, el MALP2 intensifica estas diferencias. El
analisis individual de proteinas especificas proporciona mas detalles sobre las
diferencias entre los grupos. En general, el tratamiento con MALP2 aumenta los niveles
de varias proteinas pro-inflamatorias, como la angiopoyetina-2, Serpin E1, uPAR e IL-
18 en los monocitos de pacientes con esquizofrenia tratados con MALP2, lo cual

sugiere una respuesta inmunolégica e inflamatoria alterada.

La asociacion de estas moléculas con procesos inflamatorios y de remodelacion tisular

indica que podrian contribuir a una desregulacion inmunolégica en la esquizofrenia, lo
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cual podria influir en la progresion y sintomatologia de la enfermedad. La
angiopoyetina-2 es un regulador crucial de la angiogénesis y la remodelacion vascular
(Li et al., 2020). Esta molécula actua en condiciones normales para estabilizar los
vasos sanguineos, pero su sobreexpresion puede provocar un aumento en la
permeabilidad vascular y la inflamacién (Li et al., 2020). En el contexto de la
esquizofrenia, un incremento de angiopoyetina-2 podria contribuir a una disfuncion de
la barrera hematoencefalica, lo cual permitiria la entrada de células y mediadores
inflamatorios al cerebro (Gurnik et al., 2016). Esta alteracibn en la barrera
hematoencefalica podria exacerbar el estrés oxidativo y la neuroinflamacién, procesos
que han sido implicados en la patogénesis de la esquizofrenia (Boskovi¢ et al., 2011;

Bitanihirwe & Woo, 2011; Vallée, 2022; Chaves et al.,2024)

Serpin E1 es un inhibidor de la plasmina activador de tipo 1 y desempefia un papel
importante en la regulacion de la fibrindlisis y la remodelacién de la matriz extracelular.
Su elevacion en la esquizofrenia podria indicar un aumento en la actividad de
remodelacion tisular y una respuesta fibrinolitica alterada (Hoirisch-Clapauch et al.,
2016). Ademas, la sobreexpresion de Serpin E1 se ha asociado con enfermedades
neurodegenerativas y se ha sugerido que puede promover un estado inflamatorio
cronico (Kutz et al., 2012; Jeffries et al., 2018). En relacion con la esquizofrenia, niveles
elevados de Serpin E1 podrian contribuir a una inflamacion sostenida y al dano de las
estructuras neuronales, lo cual puede exacerbar el déficit cognitivo y el deterioro

funcional en estos pacientes.
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Con respecto a uPAR, es un receptor que regula la degradacion de la matriz
extracelular y participa en la sefializacién celular, facilitando procesos de migracion
celular y respuesta inflamatoria. Un aumento de uPAR en pacientes con esquizofrenia
podria estar relacionado con una mayor activacion de células inmunitarias, lo que a su
vez puede llevar a una inflamacién crénica (Hoirisch-Clapauch et al., 2016). Este
receptor también esta implicado en distintos procesos, como la adhesion celular y la
plasticidad sinaptica, factores criticos en el desarrollo y mantenimiento de las
conexiones neuronales (Bigseth et al., 2021). La desregulacion de uPAR podria, por lo
tanto, contribuir a las anomalias estructurales observadas en el cerebro de pacientes
con esquizofrenia, impactando negativamente en la funcidén sinaptica y en la

conectividad neuronal (Karlsgodt et al., 2014; Staal et al., 2000).

IL-18 es una citocina pro-inflamatoria que participa en la respuesta inmune innata y
adaptativa. Se sabe que esta involucrada en la activacion de células NK y T-
cooperadoras, asi como en la produccién de otras citocinas proinflamatorias (Ihim et
al., 2022). Niveles elevados de IL-18 en pacientes con esquizofrenia sugieren una
activacion constante de la respuesta inmune, lo que podria favorecer un ambiente
proinflamatorio en el sistema nervioso central (Szabo et al., 2022). Esta citocina ha
sido asociada con el estrés oxidativo y el dafio celular, los cuales son factores que
pueden contribuir al deterioro neuronal y a la disfuncién sinaptica. Ademas, la IL-18
esta vinculada con trastornos del estado de animo y la disfuncion cognitiva, los cuales

son sintomas comunes en la esquizofrenia (Guan et al., 2023).
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En conjunto, los niveles elevados de angiopoyetina-2, Serpin E1, uPAR e IL-18
secretados por los monocitos de los pacientes con esquizofrenia podrian favorecer la
inflamacion crénica, la disfuncion de la barrera hematoencefélica y el dafio neuronal,
contribuyendo a la neuroinflamacién y al deterioro cognitivo caracteristico de este

padecimiento.

Por otra parte, se observo una disminucion en la secrecidon de mieloperoxidasa (MPO),
MIF, IL-17A, IL-24 y MCP-1 en los monocitos de los pacientes con esquizofrenia en
comparacién con los monocitos de los sujetos control. La mieloperoxidasa es una
enzima producida por neutréfilos y macréfagos que contribuye a la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual es fundamental en la defensa contra
patégenos, pero también puede danar los tejidos si se producen en exceso (Frangie y
Daher, 2022). Una reduccion en los niveles de MPO en pacientes con esquizofrenia
podria indicar una disminucion en la capacidad de respuesta inflamatoria, lo que podria
tener efectos contraproducentes en términos de la respuesta inmune innata. Ademas,
dado que el estrés oxidativo es un factor importante en la patologia de la esquizofrenia,
una menor actividad de MPO podria estar relacionada con una alteraciéon en el
equilibrio redox cerebral, afectando el metabolismo neuronal y la funcién sinaptica

(Mosyagin et al., 2004).

La proteina MIF es una citocina con propiedades tanto proinflamatorias como
reguladoras de la respuesta inmunitaria. Actua estimulando la liberacién de otras
citocinas proinflamatorias y promoviendo la supervivencia de los macrofagos (Bloom

et al., 2016). En el contexto de la esquizofrenia, una disminucion en los niveles de MIF
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podria reflejar una disfuncién en la activacion de macréfagos y una menor capacidad
para iniciar respuestas inflamatorias 6ptimas. MIF podria desempefar un papel clave
en las funciones homeostaticas de la microglia. Se ha propuesto que la microglia utiliza
mecanismos mediados por citoquinas para regular procesos como la poda neuritica y
la eliminacién de debris celulares o de mielina no funcional. Dado que MIF puede influir
en la activacion microglial, una disminucion en sus niveles podria alterar estas
funciones esenciales. Un ambiente con niveles reducidos de MIF podria comprometer
la capacidad de la microglia para eliminar sinapsis innecesarias durante el desarrollo
neuronal y la plasticidad sinaptica, lo que podria afectar la conectividad neuronal y
contribuir a la disfuncién sinaptica observada en la esquizofrenia. Ademas, la alteracion
de la fagocitosis microglial podria llevar a una acumulacion andémala de debris
celulares y mielina deteriorada, afectando la homeostasis del microambiente cerebral.
Estos efectos podrian integrarse dentro de las hipotesis neuroinflamatorias de la
esquizofrenia, donde una disfuncién en la microglia podria desempefar un papel en la

etiologia y progresién de la enfermedad (Okazaki et al., 2018).

IL-17A es una citocina producida por células T-cooperadoras-17 (Th17) y es
fundamental en la defensa contra infecciones bacterianas y fungicas, ademas de ser
un mediador clave en la inflamacion autoinmune (McGeachy et al., 2019). La reduccion
de IL-17A en pacientes con esquizofrenia podria indicar una menor activacion de las
células Th17, sugiriendo una posible inmunosupresién o una desregulacion en las
respuestas inflamatorias especificas (Chenniappan et al., 2020). La disminucion de IL-

17A también podria impactar la barrera hematoencefalica, ya que esta citocina
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contribuye a la migracion de células inmunes al cerebro (Huppert et al., 2010). Esto
podria limitar la capacidad del sistema inmunoldgico de responder a los desafios
patdgenos en el cerebro, afectando la homeostasis cerebral y facilitando disfunciones

neuroinflamatorias.

IL-24 es una citocina que participa en la regulacion de la apoptosis y la respuesta
inflamatoria. Esta implicada en procesos de reparacion y remodelacion tisular, y se
sabe que tiene propiedades inmunomoduladoras (Wang & Liang, 2005). Una menor
expresion de IL-24 en pacientes con esquizofrenia podria indicar una reduccion en la
capacidad del cerebro para reparar dafos y responder adecuadamente a la
inflamacion. Esta disminucion podria estar relacionada con la neurodegeneracion
observada en la esquizofrenia, ya que la IL-24 contribuye a la proteccion neuronal y la
regeneracion (Stone et al., 2022). La deficiencia de IL-24 podria, entonces, exacerbar
los efectos de otras vias proinflamatorias, facilitando el dafio neuronal y alterando las

funciones sinapticas.

MCP-1 es una quimiocina crucial para el reclutamiento de monocitos y otras células
inmunes al sitio de inflamacion. Su disminucion en pacientes con esquizofrenia sugiere
un menor reclutamiento de células inmunes al cerebro, lo cual podria afectar la
capacidad del sistema nervioso central para responder a procesos patoldgicos
(Deshmane et al., 2009). Una menor actividad de MCP-1 podria indicar una respuesta
inmune deficiente, lo cual puede reducir la capacidad del cerebro para eliminar células
dafadas y responder a inflamaciones crénicas (Saound et al., 2019). Ademas, MCP-1

se ha asociado con la regulacion de la neurogénesis y la plasticidad sinaptica; su
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reduccion podria impactar negativamente en la formacién de nuevas conexiones
neuronales y en el mantenimiento de la red neuronal (Widera et al., 2004; Deshmane

et al., 2009).

En la esquizofrenia, los problemas de plasticidad sinaptica incluyen alteraciones en la
poda sinaptica, la formacién y estabilizacion de sinapsis, y la regulacién del equilibrio
excitatorio-inhibitorio en el cerebro (Deshmane et al., 2009; Stone et al., 2022). Se ha
observado que los pacientes con esquizofrenia presentan una poda sinaptica
exacerbada, especialmente en la adolescencia, lo que puede contribuir a la reduccion
del volumen cortical y a déficits en la conectividad neuronal funcional (Boksa, 2012).
Ademas, la disminucién de factores inflamatorios como MIF, IL-17A, IL-24 y MCP-1
podria afectar la modulacion de la actividad microglial, reduciendo su capacidad para
eliminar sinapsis defectuosas o fortalecer conexiones funcionales (Okazaki et al.,
2018). También se ha sugerido que la disfuncidn en la plasticidad sinaptica podria estar
relacionada con una menor eficiencia en la transmision glutamatérgica y una alteracion
en la actividad del GABA, lo que afectaria procesos cognitivos y la regulacion del

estado de animo en los pacientes con esquizofrenia (Hilmas et al. 2011).

En conjunto, los resultados sugieren que el MALP2 influye en la secrecién proteica de
manera mucho mas marcada en pacientes con esquizofrenia que en controles sanos.
Esto podria indicar que la activacion de los receptores TLR contribuye a la
fisiopatologia de la esquizofrenia, posiblemente exacerbando un estado inflamatorio

alterado. La modulacion de estos receptores podria representar una via terapéutica
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potencial en el tratamiento de la esquizofrenia, y estos hallazgos resaltan la

importancia de estudiar mas a fondo el papel de los TLR en esta enfermedad.

Finalmente, las proteinas que mostraron diferencias en este estudio no han sido
identificadas en los GWAS reportados hasta la fecha. De tal manera, resulta importante
profundizar en su posible papel en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Estos hallazgos
podrian contribuir al entendimiento de nuevas dianas terapéuticas y biomarcadores

potenciales en el contexto de los trastornos psicéticos.

10. Conclusion

Este estudio ofrece nuevos conocimientos sobre el papel que desempefian las
variantes genéticas estudiadas de TLR1, TLR2y TLR6 en la regulacion de la expresion
geénica y de proteinas en pacientes mexicanos con esquizofrenia. Nuestros hallazgos
demuestran una reduccion significativa en la expresion génica de TLR1, TLR2y TLR6
en pacientes con esquizofrenia en comparacion con los controles sanos, lo que sugiere
que los TLR desempefian un papel importante en la fisiopatologia de la esquizofrenia.
Especificamente, el polimorfismo rs4833093 en TLR1 podria alterar la union de
factores de transcripcion, afectando potencialmente la expresion génica y
contribuyendo a la desregulacion inmunolégica observada en pacientes con
esquizofrenia. A nivel proteico, la expresiéon de TLR1 se redujo en pacientes con
esquizofrenia, especialmente entre aquellos que portaban el genotipo TT; sin embargo,

esta reduccion en los niveles de proteina no se correlaciond directamente con la
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expresion de ARNm, lo que resalta los complejos mecanismos regulatorios

involucrados, incluyendo modificaciones postranscripcionales y postraduccionales.

Por otro lado, la expresioén proteica de TLR2 y TLR6 no mostré diferencias significativas
entre pacientes y controles, subrayando la necesidad de investigaciones adicionales
sobre la influencia de estos genes en la patogénesis de la esquizofrenia. Ademas, el
analisis de los perfiles de proteinas inflamatorias reveld respuestas inmunolégicas
alteradas en los pacientes con esquizofrenia, o que apoya la hipotesis de la disfuncion
inmunitaria en este trastorno. El tratamiento con MALP2 exacerb6 estas diferencias,
sugiriendo que la activacion de los TLR podria contribuir a alteraciones inmunolégico

en la esquizofrenia.

En conclusion, nuestros hallazgos evidencian que las variantes genéticas analizadas
influyen en la regulacion de la expresion génica y proteica de TLR1, TLR2 y TLR6. En
este estudio, analizamos una sola variante por cada uno de estos genes, lo cual limita
la comprension completa de su papel en la desregulacion inmunitaria asociada con la
esquizofrenia. Es crucial que futuros estudios amplien este enfoque, evaluando
multiples variantes dentro de cada gen, ya que esto permitira una visibn mas precisa
de su efecto en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Estos resultados sugieren que las
variantes de TLR1, TLR2 y TLR6 podrian tener un papel clave en la respuesta
inflamatoria en la esquizofrenia, lo que abre la posibilidad de futuras intervenciones
terapéuticas dirigidas a modular esta desregulacion. Sin embargo, son necesarios mas
estudios para explorar los mecanismos precisos a través de los cuales estos TLR

contribuyen a la etiologia de la esquizofrenia.
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CARTA DECONSENTIMIENTO INFORMADO
PACIENTE

Proyecto: “Genética neuropsiquiatrica de la psicosis en poblacion mexicana (NeuroMex)”.

Lea atentamente este documento

Esta carta de consentimiento puede contener palabras que usted no entienda. Pida al personal
del estudio que le explique cualquier palabra o procedimiento que no comprenda claramente.
El proposito de esta carta es brindarle informacion acerca de este estudio. Si firma este
formulario, estara aceptando participar en el estudio. Este formulario describe la finalidad, los
procedimientos, los beneficios, los riesgos y las incomodidades del estudio. Solo puade participar
en este estudio si desea hacerlo; puede rehusarse a participar en el estudio o abandonarlo en
cualquier momento, sin perder los beneficios a los que tendria derecho si no lo hiciera. Lea esta
informacion y haga cualquier pregunta que considere necesaria.

¢ Cual es la finalidad del estudio?

La finalidad del estudio es investigar los genes que causan los trastornos psiquidtricos. Nuestro
cuerpo estd hecho de muchas partes diminutas llamadas células. Estas células contienen genes
hechos de ADN, que le dicen a las células como deben crecer y funcionar. Heredamos nuestro
ADN de nuastros padres. Cada célula del cuerpo tiene el mismo ADN. Pero nadie mas en el mundo
tiene el mismao ADN que usted, a menos que tenga un hermano gemelo idéntico. Las diferencias
en el ADN son las que determinan que algunas personas sean altas y otras bajas, y es también lo
que hace que los hombres y las mujeres sean distintos. Algunas enfermedades son causadas por
problemas con el ADN. En estas enfermedades, algunas células no funcionan como deberian. El
estudio del ADN recibe el nombre de genética. Los investigadores de genética usan tejido
humano {como la sangre o |a saliva) para observar el ADN. Los investigadores de genética estan
interesados en saber como los genes afectan a la forma en que funcionan nuestros cuerpos; por
ejemplo, quiénes tienan riesgo de padecer ciertas enfermedades y cual es la probabilidad con
que responderan a un tratamiento. El andlisis genético se realizard en las células que se
encuentran en la sangre o la saliva, por lo tanto, se le padird una muestra de sangre o saliva para
poder obtener ADN de alli. El estudio al que se le invitd a participar s llevaré a cabo en
colaboracion con investigadores de los Estados Unidos, por lo que una parte de la muestra (el 1%
de la muestra total) se enviard al Broad Institute en Estados Unidos para realizar un analisis de
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miles de genes simultaneamente, debido a que en este momento no es posible realizar este tipo
de metodologia en este Instituto. En este estudio se incluirdn participantes de todo el mundo,
por lo que su muestra se sumara a las obtenidas en otros paises.

& Qué procedimientos involucrara su participacidn en el estudio?

Se le invita a participar en este estudio debido a que fue diagnosticado con un trastorno psicético.
Su participacion consistird en proporcionar 10 ml (el equivalenta a tres cucharadas soperas) de
sangre, o una muestra de saliva de 2 mL (el equivalente a madia cucharadita) para el andlisis
genetico, una entrevista sobre su salud y también se le pedira su consentimiento para la
obtencién de informacion acerca de su enfermedad en su expediente médico, como
enfermedades concomitantes, antecedentes familiares y edad de inicio de su enfermedad.
También mediremos su presion arterial, frecuencia cardiaca, altura y peso. Su participacidn an el
estudio tomara aproximadamente de 90 a 120 minutos. Después de participar, usted continuara
recibiendo atencion médica especializada habitual en el Instituto Macional de Psiguiatria Raman
de la Fuente Mufiiz.

¢ Queé sucedera con mi informacion genética?

Una parte de su muestra (el 1% de la musastra total) sera enviada al Broad Institute en los Estados
Unidos para su resguardo y analisis. Otra parte serd almacenada de forma indefinida y analizada
en el departamento de Farmacogenética formando parte del biobanco de la subdireccion de
investigaciones clinicas del Instituto Nacional de Psigquiatria Ramadn de la Fusnte Mufiiz en Ciudad
de México bajo el resguardo de la Dra. Beatriz Camarena Medellin.

Para avanzar en el conocimiento sobre estas enfermedades. Su ADN y la informacion sobre su
salud se guardaran y compartiran con otros investigadores en universidades, hospitales, agencias
y empresas de todo el mundo. Las muestras y la informacion estaran disponibles para cualguier
pregunta de investigacion, como entender cudl es la causa de cierta enfermedad (por ejemplo,
las enfermedades cardiacas, el cancer o los trastornos psiquiatricos), en el desarrollo de nuevos
métodos cientificos, en la investigacion sobre estudios genéticos con los rasgos de
comportamiento o en el estudio del origen de los diferentes grupos étnicos.

Sus datos gendmicos y su informacidn de salud no incluirdn su nombre ni ninguna otra
informacién que pudiera ser utilizada para identificarle, esta informacion se guardard y
almacenaran en la Nube. “En la Nube" se refiere a servidores informaticos en un centro de datos
gue es manejado por una empresa u otra institucion que no forma parte del equipo de
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investigacion, y a los que s& puede acceder a través de Internet. Los datos con su informacion
serdn codificados; es decir, toda la informacion serd convertida a un lenguaje formado por
numeros o simbolos (5**?48578&) que lo hard imposible de entender para cualquier persona y
solo el remitente y el destinatario podran entender la informacion. Si una persona ajena
intercepta un archivo codificado o encriptado, por mas que consiga abrirlo sélo vera un grupo de
caracteres ilegibles, ya que se requiere una llave especial para llevarlos a formato normal. De
esta manera, una vez que los datos son encriptados, se guardaran en el servidor de Mube, el cual
es también seguro para evitar el acceso no autorizade. Tenga en cuenta que la empresa o
institucion que procesara y guardara los datos para esta investigacion se encuentra en los Estados
Unidos y también puede estar ubicada en ofros paises donde las leyes pueden no proteger su
privacidad al mismao nivel que las leyes de su pais. Sin embargo, se tomaran todas las medidas
razonables para proteger su privacidad.

Para permitir que los investigadores compartan los resultados de las pruebas, los Institutos
Macionales de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos y otros repositorios
centrales han desarrollado bancos de datos especiales (conjunto de datos almacenados) que
analizan los datos y rednen los resultados de los estudios completos sobre el genoma. Estos
bancos también pueden analizar y almacenar muestras de ADN. Sus datos gendmicos
individuales y su informacion personal de salud se guardaran en una base de datos con acceso
controladoe. En estos bancos centrales se almacenan muestras e informacion genética que podra
ser utilizada por otros investigadores para hacer mas estudios. Esto quiere decir que solo los
investigadores gue hayan solicitado y obtenido el permiso para utilizar la informacion en un
proyecto de investigacion especifico tendran acceso a dicha informacidn. Los investigadores
calificados que pueden acceder a las bases de datos pueden ser del gobierno, asi como de
instituciones académicas o comerciales. Los investigadores con autorizacion para acceder a la
informacion de la base de datos no pueden identificarle y aceptaran no intentar identificarle.

¢ Cuales son los posibles riesgos e incomodidades al participar en el estudio?

Entrevista:

Al contestar los cuestionarios es posible que se toquen temas que puedan llegar a incomodarle,
si esto sucede puede no responder la pregunta. Tiene la libertad de solicitar un descanso en el
momento que usted lo requiera. En caso de necesitar contencién le sera proporcionada por el
asistente clinico o su médico tratante.
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Muestra de sangre:
Después de tomar la muestra de sangre podria aparecer un moretdn, esto es poco frecuente,

pero si llegase a ocurrir, €l moretdn desaparecerd en pocos dias. La extraccion de sangre sera
realizada por un medico o un técnico experimentado, disminuyendo la probabilidad de que esto
OCUITa.

Muestra de saliva:

Un investigador le solicitard que deposite su saliva en un tubo de plastico pequefio. Si usted ha
consumido algin alimento, bebida, o masticade chicle, tendra que esperar 30 minutos para
poder donar su saliva. Una vez listo, usted donard alrededor de media cucharadita (2 mL) de
saliva. Su ADN se encuentra en esa muestra de saliva. Usted puede llegar a sentir incomodidad
al depositar su saliva en el tubo.

Confidencialidad:

Un riesgo potencial de participar en este estudio es la pérdida de su informacion. Esto s muy
poco probable que suceda ya que le garantizamos que su informacidn permanecera siempre

protegida. Para salvaguardar |a confidencialidad, limitaremos el acceso, autorizando sdlo ala Dra.
Beatriz Camarena y 2 los administradores de la base de datos designados dentro del equipo de
estudio de NeuroMex.

¢Cuales son los beneficios que obtendra de esta participacion?

Su participacion le permitira unirse a un estudio cuyo objetivo es estudiar los genes relacionados
con los trastornos psicoticos. Los datos genéticos no le proporcionaran ningun beneficio directo;
sin embargo, se le proporcionara un folleto con informacion sobre esquizofrenia, trastorno
esquizeafectivo y trastorno bipolar. El folleto contiene informacion sobre el proyecto NMeuroMex
y un sitio de internet en donde puede ver actualizaciones sobre el proyecto y del equipo de
investigacion.

¢ Recibiré los resultados de las pruebas genéticas realizadas a mi muestra de sangre o saliva?
Mo recibird ningln resultado individual obtenido a partir del estudio de las muestras de sangre o
saliva que nos proporcione debide a que los resultados son solo con fines de investigacion y son
analizados en toda la muestra; es decir los resultados de su muestra se suman a la obtenida de
los 2000 participantes para tener un resultado total de la muestra de estudio.

Confidencialidad
Toda la informacion clinica serd manejada a través de codigos. La informacion, que incluye su
nombre, direccion u otra informacion personal, solo quedara registrada en el expediente de
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investigacion, consultado dnicamente por los investigadores involucrados en el estudio. Los
investigadores pueden escribir articulos y hacer presentaciones sobre la investigacion gue
realizan con las muestras y la informacion que usted ha proporcionado. Estos documentos y
presentaciones no incluirdn su nombre, pero pueden incluir informacidn resumida, como la
frecuaencia con la que ocurrieron cambios genéticos particulares en las personas que participaron
en este estudio. Este tipo de informacion resumida también estara disponible en bases de datos
gue cualquiera pueda ver (por ejemplo, en la internet). i los resultados de este estudio llegaran
a presentarse, su identidad no sera revelada. La muestra de ADN que se enviara a los Estados
Unidos no incluird su nombre; esta se identificara con un codigo para proteger a su identidad.

Todas sus respuestas en este estudio seran tratadas confidencialmente. Esto significa que no las
compartiremos con nadie a menos gue usted nos autorice o gque pensemos gue usted o alguisn
mas asté en peligro. Especificamente, si nos dice que usted u otras personas estan en peligro por
si mismo o por alguna otra persona, no podemos mantener esa informacion privada, y
tomaremos medidas para asegurarnos de que todas las personas involucradas estén seguras.
También proporcionaremaos informacion confidencial sobre otros servicios de apoyo si usted u
otros miembros de su familia necesitan mas servicios medicos o sociales.

¢ Qe ocurre si cambio de opinion?

Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene la libertad de abandonar el estudio en
cualguier momento que lo desee. Su mueastra de ADN también puede ser destruida cuando lo
solicite. La Dra. Beatriz Camarena del Departamento de Farmacogenética del Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz, estara a cargo de la custodia de este material. 5iya se
realizaron pruebas a su muestra al momento en que abandona el estudio, es posible que sus
datos genéticos ya hayan sido compartidos con otros investigadores. En ese caso, no sera posible
destruir estos datos. Los datos que ya hayan sido utilizados permaneceran como parte de la base
de datos del estudio y puede ser que no se eliminen para mantener la integridad de la
investigacion. Sin embargo, cualguier informacion que lo identifigue serd destruida para que
nadie pueda decir que los datos le pertenecen a usted.

Costos
Su participacion en el estudio no tendré ningdn costo para usted.

2C24

a

PUERTO

* Felipe Carrillo

97



Imrrrrirrs Maswmal. o Pagnarals

:: { SA'.L'[:ID M Version 7, 25 de marzo 2024, Pigina 6

g il Haiiv rm 1.4 Prasre Mafio

A quién puede solicitar informacion?
Si usted acepta participar en este estudio, se les garantiza una respuesta a sus preguntas. Un

psiguiatra estara presente para atender cualquier pregunta o inquietud mientras se lleva a cabo
el estudio. 5i tiene alguna pregunta acerca del estudio, llame a la investigadora principal, la Dra.

Beatriz Camarena, al 55 4160-5075 en horas regulares de trabajo {lunes a viernes de 5:00 3 17:00

hrs).

Si tiene alguna pregunta acerca de sus derechos con respecto a la investigacion, llame al

presidente del Comité de Etica en Investigacian, el Dr. llyamin Merlin, al 55 4160-5467 en horas
regulares de trabajo.

Declaracion de consentimiento del participante:

+

Se me ha informado que participare en un estudio sobre los genes relacionados con los
trastornos psicoticos titulado “Genética neuropsiquidtrica de la psicosis en poblacion
mexicana (Meurohex)".

Se me ha informado que mis datos genéaticos se almacenaran en una base de datos con
acceso controlado y que se compartiran con investigadores tal como se describio
anteriormente.

He tenido suficiente tiempo para considerar si deseo participar o no en este estudio.

Wi participacion es voluntaria y puedo decidir no participar o abandonar el estudio en
cualquier momento, sin que me aplique ninguna penalidad o pérdida de mi tratamiento
habitual.

He tenido la oportunidad de preguntar y de resolver cualquier inquistud acerca de este
estudio.

Se me ha informado acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo durante este
estudio.

Se me ha informado acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion,

Se me ha informado gue recibiré una copia firmada y con fecha de esta carta de
consentimiento.

Recibiré un folleto informativo relacionado con estas enfermedades.
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Participant IIY

Después de leer, comprender y aclarar cualguier inquietud acerca de las implicaciones de

participar en este estudio, acepto voluntariamente participar en &l.

Mombre del participante

Firma del participante

Fecha

Mombre del testigo 1

(dia/mes/afio)

Firma del testigo 1

Fecha

Nombre del testigo 2

(dia/mes/afio)

Firma del testigo 2

Fecha

Nombre del investigador que solicitd el consentimiento

(dia/mes/afio)

Firma del investigador que sclicito el consentimiento

Fecha (diafmes/afic)
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Resguardo de Muestras Biologicas

Si usted acepta participar en el presente estudio en una investigacidon que tiene como objetivo el
andlisis de genes involucrados en el desarrollo de los trastornos psicdticos. Una parte de su
muestra (el 1% de la muestra total) sera enviada a Estados Unidos para su analisis, debido a que
la institucion no cuenta con los equipos necesarios para su analisis. Sin embargo, algunos analisis
se haran por nuestro grupo de investigacion en México. De tal manera, se le invita a que su
muestra de ADN sea almacenada en el departamento de Farmacogenética indefinidamente,
formando parte del biobanco de la subdireccion de investigaciones clinicas, bajo el resguardao de
la Dra. Beatriz Camarena Medellin.

Asimismo, su muestra de ADN podra ser destruida en el momento en que lo solicite, sin que se
afecte los beneficios a los cuales tiene derecho como participante de un estudio de investigacion.
Su muestra serd manejada por medio de codigos para proteger su identidad. La informacion que
incluya su nombre, direccion u otros datos personales solo sera registrada en el expediente de
investigacion, el cual solo sera consultado por los investigadores involucrados en el estudio. Si
los resultados de esta investigacion son presentados, su identidad no sera revelada.

Si tiene alguna pregunta sobre el estudio, por favor comuniquese con la investigadora principal,
Dra. Beatriz Camarena al teléfono 55 4160-5075, en horas regulares de trabajo (lunes a viernes
de 5:00 a 17:00 hrs).

Estoy de acuerdo engue el material genético sea almacenado en el departamento de
farmacogenética.

s ] w[]

Firma del participante

Fecha (dia/mes/afio)
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CARTADE CONSENTIMIENTO INFORMADOD
CONTROL

Proyecto: “Genética neuropsiquiatrica de la psicosis en poblacion mexicana (NeuroMex)”

Lea atentamente este documento

Esta carta de consentimiento puede contener palabras que usted no entienda. Pida al personal
del estudio que le explique cualguier palabra o procedimiento que no comprenda claramente.
El propdsito de esta carta es brindarle informacion acerca de este estudio. 3i firma este
formulario, estara otorgando permiso para participar en el estudio. Este formulario describe la
finalidad, los procedimientaos, los beneficios, los riesgos, las incomodidades y las advertencias del
estudio. Solo debe participar en este estudio si desea hacerlo; puede rehusarse a participar en el
estudio o abandonarlo en cualquier momento, sin perder los beneficios a los que tendria derecho
sino lo hiciera. Lea esta informacion y haga cualguier pregunta que considare nacesaria.

¢ Cudl es la finalidad del estudio?

La finalidad del estudio es investigar los genes que causan trastornos psiquidtricos. Nuestro
cuerpo estd hecho de muchas partes diminutas llamadas células. Estas células contienen genes
hechos de ADN, que le dicen a las células como deben crecer y funcionar. Heredamos nueastro
ADN de nuastros padres. Cada célula del cuerpo tiene el mismo ADN. Pero nadie mas en el mundo
tiene el mismo ADN que usted, a menos que tenga un hermano gemelo idéntico. Las diferencias
en &l ADN son las gue detarminan que algunas personas sean altas y otras bajas, y es también lo
gue hace que los hombres y las mujeras sean distintos. Algunas enfermedades son causadas por
problemas con el ADN. En estas enfermedades, algunas células no funcionan como deberian. El
estudio del ADN recibe el nombre de genética. Los investigadores de genética usan tejido
humano [como la sangre o la saliva) para observar el ADN. Los investigadores de genética estan
interesados en saber como los genas afectan a la forma en que funcionan nuestros cuerpos; por
ejemplo, quiénes tienen riesgo de padecer ciertas enfermedades y cual es la probabilidad con
gue responderan a un tratamiento. El analisis genético se realizard en las células que se
encuentran en la sangre o la saliva, por lo tanto, se le padira una muestra de sangre o saliva para
poder obtenar ADN de alli. El estudio al que se le invitd a participar se llevard a cabo en
colaboracion con investigadores de los Estados Unidos, por lo que una parte de la muestra (el 1%
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de la muestra total) se enviara al Broad Institute en Estades Unidos para realizar un analisis de
miles de genes simultaneamente, debido a que en este momento no es posible realizar este tipo
de metodologia en este Instituto. En este estudio se incluiran participantes de todo el mundo,
por lo que su muestra se sumara a las obtenidas en otros paises.

¢ Qué procedimientos involucrara su participacion en el estudio?

Se le invita a participar en este estudio, por lo que su informacion genética sera comparada con
la de los pacientes con trastornos psicaticos. Su participacion consistird en proporcionar 10 ml
(el equivalente a tres cucharas soperas) de sangre, o una muestra de saliva de 2 mL (el
equivalente a media cucharadita) para el andlisis genético y una entrevista sobre su salud.
También mediremos su presion arterial, frecuencia cardiaca, altura y peso. Su participacion en el
estudio tomara aproximadamente de 90 a 120 minutos.

¢Qué sucedera con mi informacion genética?

Una parte de su muestra (el 1% de la muestra total) sera enviada al Broad Institute en los Estados
Unidos para su resguardo y andlisis. Otra parte sera almacenada de forma indefinida y analizada
en el departamento de Farmacogenética formando parte del biobanco de la subdireccion de
investigaciones clinicas del Instituto Nacional de Psiquiatria Raman de la Fuente Mufiiz en Ciudad
de México bajo el resguardo de la Dra. Beatriz Camarena Medellin.

Para avanzar en el conocimiento sobre estas enfermedades. Su ADN y la informacion sobre su
salud se guardaran y compartiran con otros investigadores en universidades, hospitales, agencias
y empresas de todo el mundo. Las muestras y la informacion estaran disponibles para cualquier
pregunta de investigacion, como entender cual es la causa de cierta enfermedad (por ejemplo,
las enfermedades cardiacas, el cancer o los trastornos psiquiatricos), en el desarrollo de nuevos
metodos cientificos, en la investigacion sobre estudios genéticos con los rasgos de
comportamiento o en el estudio del origen de los diferentes grupos étnicos.

Sus datos gendmicos y su informacidon de salud no incluirdn su nombre ni ninguna otra
informacion que pudiera ser utilizada para identificarle, esta informacion se guardara y
almacenaran en la Nube. “En la Nube" se refiere a servidores informaticos en un centro de datos
gue 25 mangjado por uma empresa u otra institucion que no forma parte del equipo de
investigacidn, y a los que s2 puede acceder a través de Internet. Los datos con su informacidn
seran codificados; es decir, toda la informacion serd convertida a un lenguaje formado por
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nimeros o simbolos (54*?4&57&) que lo hard imposible de entender para cualquier persona y
solo el remitente y el destinatario podran entender la informacion. Si una persona ajena
intercepta un archivo encriptado, por mas que consiga abrirlo solo vera un grupo de caracteres
ilegibles, ya que se requiere una llave especial para llevarlos a formato normal. De esta manera,
una vez que los datos son encriptados, se guardaran en el servidor de Nube, el cual es tambien
seguro para evitar el acceso no autorizado. Tenga en cuenta que la empresa o institucion que
procesara y guardara los datos para esta investigacion se encuentra en los Estados Unidos y
también puede estar ubicada en otros paises donde las leyes pueden no proteger su privacidad
al mismo nivel que las leyes de su pais. 5in embargo, se tomaran todas las medidas razonables
para proteger su privacidad.

Para permitir que los investigadores compartan los resultados de las pruebas, los Institutos
Macionales de Salud (NIH, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos y otros repositorios
centrales han desarrollado bancos de datos especiales (conjunto de datos almacenados) que
analizan los datos y rednen los resuliados de los estudios completos sobre el genoma. Estos
bancos también pueden analizar y almacenar muestras de ADN. Sus datos genomicos
individuales y su informacion personal de salud se guardaran en una base de datos con acceso
cantrolado. En estos bancos centrales se almacenan muestras e informacion genética que podra
sar utilizada por otros investigadores para hacer méas estudios. Esto quiere decir que solo los
investigadores que hayan solicitado v obtenido el permiso para utilizar la informacion en un
proyecto de investigacion especifico tendran acceso a dicha informacion. Los investigadores
calificados que pueden acceder a las bases de datos pueden ser del gobierno, asi como de
instituciones académicas o comerciales. Los investigadores con autorizacion para accader a la
informacion de la base de datos no pueden identificarle y aceptaran no intentar identificarle.

¢ Cudles son los posibles riesgos e incomodidades al participar en el estudio?

Entrevista:

Al contestar los cuestionarios es posible que se toquen temas que puedan llegar a incomodarle,
si esto sucede puede no responder la pregunta. Tiene la libertad de solicitar un descanso en el
momento que usted lo requiera. En caso de necesitar contencion le sera proporcionada por el
asistente clinico.

Mueastra de sangre:

Después de tomar la muestra de sangre podria aparecer un moreton, esto es poco frecuante,

pero si llegase a ocurrir, el moretdn desaparecerd en pocos dias. La extraccidn de sangre sera
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realizada por un médico o un técnico experimentado, disminuyendo la probabilidad de que esto
aCUrra.

Muestra de saliva:

Un investigador le solicitara que deposite su saliva en un tubo de plastico peguefio. 5i usted ha
consumido algin alimento, bebida, o masticado chicle, tendrd que esperar 30 minutos para
poder donar su saliva. Una vez listo, usted donard alrededor de media cucharadita (2 mL) de
saliva. Su ADN se encuentra en esa muestra de saliva. Usted puede llegar a sentir incomodidad
al depositar su saliva en el tubo.

Confidencialidad:

Un riesgo potencial de participar en este estudio es la pérdida de su informacion. Esto es muy
poco probable que suceda ya que le garantizamos que su informacidn permanecerd siempre
protegida. Para salvaguardar la confidencialidad, limitaremos el acceso, autorizando sélo a la Dra.
Beatriz Camarena y 2 los administradores de |z base de datos designados dentro del equipo de
estudio de NeuroMex.

4 Cudles son los beneficios que obtendra de esta participacion?

Su participacion le permitird unirse a un estudio cuyo objetivo es estudiar los genes relacionados
con los trastornos psicoticos. Los datos genéticos no le proporcionaran ningdn beneficio directo;
sin embargo, se le proporcionara un folleto con informacion sobre esquizofrenia, trastorno
esquizoafectivo y trastorno bipolar. El folleto contiene informacion sobre el proyecto NeuroMex
y un sitio de internet en donde puede ver actualizaciones sobre el proyecto y del equipo de
investigacion.

¢ Recibiré los resultados de las pruebas genéticas realizadas a mi muestra de sangre o saliva?
Mo recibird ningdn resultado individual obtenido a partir del estudio de las muestras de sangre o
saliva que nos proporcione debido a gque los resultados son sélo con fines de investigacion y son
analizados en toda la muestra; es decir los resultados de su muestra se suman a la obtenida de
los 9000 participantes para tener un resultado total de la mueastra de estudic.

Confidencialidad

Toda la informacion clinica serd manejada a través de codigos. La informacion, que incluye su
nombre, direccién u otra informacion personal, solo quedara registrada en el expediente de
investigacion, consultado dnicamente por los investigadores involucrados en el estudio. Los
investigadores pusden escribir articulos y hacer presentaciones sobre la investigacion que

»
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realizan con las muestras y la informacion que usted ha proporcionado. Estos documentos y
presentaciones no incluirdan su nombre, pero pueden incluir informacion resumida, como la
frecuencia con la que ocurrieron cambios genéticos particulares en las personas que participaron
en este estudio. Este tipo de informacion resumida también estara disponible en bases de datos
gue cualquiera pueda ver (por ejemplo, en la internet). 5i los resultados de este estudio llegaran
a presentarse, su identidad no sera revelada. La muestra de ADN que se enviara a los Estados
Unidos no incluird su nombre; esta se identificara con un codigo para proteger a su identidad.

Todas sus respuestas en este estudio seran tratadas confidencialmente. Esto significa que no las
compartiremos con nadie a menos que usted nos autorice o que pensemos gue ustad o alguien
mas esté en peligro. Especificamente, si nos dice que usted u otras personas estan en peligro por
si mismo o por alguna otra persona, no podemos mantener esa informacidn privada, y
tomaremos madidas para asegurarnos de que todas las personas involucradas estén seguras.
También proporcionaremos informacion confidencial sobre otros servicios de apoyo si usted u
otros miembros de su familia necesitan mas servicios medicos o sodiales.

¢Qé ocurre si cambio de opinion?

Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene la libertad de abandonar el estudio en
cualguier momento que lo desee. Su mueastra de ADN también puede ser destruida cuando lo
solicite. La Dra. Beatriz Camarena del Departamento de Farmacogenética del Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramon de la Fuenta Mufiiz, estara a cargo de |a custodia de este material. Si ya se
realizaron pruebas a su muestra al momento en que abandona el estudio, es posible que sus
datos genéticos ya hayan sido compartidos con otros investigadores. En ese caso, no sera posible
destruir estos datos. Los datos que ya hayan sido utilizados permaneceran como parte de la base
de datos del estudio y puede ser que no se eliminan para mantener la integridad de la
investigacion. Sin embargo, cualquier informacion que lo identifique serd destruida para que
nadie pueda decir que los datos le pertenecen a usted.

Costos
Su participacion en el estudio no tendra ningln costo para usted.
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&4 quién puede solicitar informacion?

Si usted aceptara participar en este proyecto, se le garantiza una respuesta a sus preguntas. Un
psiquiatra estara presente para atender cualguier pregunta o inquietud mientras se lleva a cabo
el estudio.

Si tiene alguna pregunta acerca del estudio, llame a la investigadora principal, la Dra. Beatriz
Camarena, al 55 4160-5075 en horas regulares de trabajo (lunas a viernes de 5:00 a 17:00 hrs).
5i tiene algunma pregunta acerca de sus derechos con respecto a la investigacion, llame al
presidente del Comité de Etica en Investigacian, el Dr. llyamin Merlin, al 55 4160-5467 en horas
regulares de trabajo.

Declaracian de consentimiento del participante:

+

Se me ha informado que participare como sujeto sano en un estudio sobre los genes
relacionados con los trastornos psicoticos titulado “Genética neuropsiquiatrica de la
psicosis en poblacion mexicana (NeuroMex)”

Se me ha informado gue mis datos genéticos se almacenaran en una base de datos con
acceso controlado y que se compartiran con investigadores tal como se describig
anteriormente.

He tenido suficiente tiempo para considerar si deseo participar o no en este estudio.

Mi participacion es voluntaria y puedo decidir no participar o abandonar el estudio en
cualguier momento.

He tenido la oportunidad de preguntar y de resolver cualquier inquistud acerca de este
estudio.

Se me ha informado acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo durante este
estudio.

Se me ha informado acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion.

Se me ha informado gue recibiré una copia firmada y con fecha de esta carta de
consentimiento.

Recibiré un folleto informativo relacionado con estas enfermedades

2C24
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Participant ID)

Después de leer, comprender y aclarar cualguier inquietud acerca de las implicaciones de
participar en este estudio, acepto voluntariamente participar en él.

Mombre del participante

Firma del participante

Fecha

Mombre del testigo 1

(dia/mes/afio)

Firma del testigo 1

Fecha

Nombre del testigo 2

(dia/meas/afio)

Firma del testigo 2

Fecha

Nombre del investigador que solicitd el consentimiento

(dia/mes/afio)

Firma del investigador que solicito el consentimiento

Fecha (dia/mes/ario)

) 2624
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Resguardo de Muestras Biologicas

5iusted acepta participar en el presente estudio en una investigacion que tiene como objetivo el
analisis de genes involucrados en el desarrollo de los trastornos psicdticos. Una parte de su
muestra (2l 1% de la muestra total) serd enviada a Estados Unidos para su anilisis, debido a que
la institucion no cuenta con los equipos necesarios para su analisis. Sin embargo, algunos analisis
se haran por nuestro grupo de investigacion en México. De tal manera, se le invita a que su
muestra de ADN sea almacenada en el departamento de Farmacogenética indefinidaments,
formando parte del biobanco de la subdireccion de investigaciones clinicas, bajo el resguardo de
|z Dra. Beatriz Camarena Medellin.

Asimismo, su muestra de ADN podra ser destruida en el momento en que lo solicite, sin que se
afecte los beneficios a los cuales tiene derecho como participante de un estudio de investigacion.

Su muestra serd manejada por medio de codigos para proteger su identidad. La informacion que
incluya su nombre, direccion u otros datos personales solo sera registrada en el expediente de
investigacion, el cual solo sera consultado por los investigadores involucrados en el estudio. Si
los resultados de esta investigacion son presentados, su identidad no sera revelada.

Si tiene alguna pregunta sobre el estudio, por favor comuniguese con la investigadora principal,
Dra. Beatriz Camarena al teléfono 55 4160-5075, en horas regulares de trabajo (lunes a viernes

de $:00a 17:00 hrs).
Estoy de acuerdo en que el material genético sea almacenado en el departamento de

farmacogenética.

Firma del participante

Facha (dia/mes/afio)

-
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Abstract: Schizophrenia (SZ) is a chronic disabling mental disorder with high heritability,
and several immune-regulating genes have been implicated in its pathophysiology In this
study, we investigated the expression of Toll-like receptors (TLRs) 1, 2, and 6 in peripheral
blood monocytes from SZ patients and healthy control subjects (HCSs) in the Mexican popu-
lation, focusing on specific SZ-associated gene variants. Gene expressions were assessed by
gqPCR, and protein expression was measured using flow cytometry. The secretory profiles
of MALP2-stimulated monocytes were evaluated through immunoproteomic arrays. Our
results indicate that patients with SZ carrying the rs4833093/ TLR1 GG genotype exhibited
significantly lower TLR1 gene expression compared to TT carriers. Notably, HCSs with the
TT genotype showed markedly higher TLR1 protein expression, while all patients with SZ
exhibited significantly reduced protein levels regardless of genotype. Furthermore, mono-
cytes from patients with SZ displayed altered secretion profiles upon TLR stimulation, with
significant elevations in IL-18, uPAR, angiopoietin-2, and serpin E1, alongside reductions
in MCP-1, IL-17A, IL-24, MIF, and myeloperoxidase compared to HCSs. These findings
suggest a dysfunctional TLR-mediated innate immune response in SZ.

Keywords: TLR1; TLR2;, TLR6; single-nucleotide polymorphisms; gene expression;
schizophrenia

1. Introduction

Schizophrenia (SZ) is considered a disabling, complex, and chronic psychiatric dis-
order characterized by five symptomatic domains, which can include positive, negative,
aggressive, depressive, and cognitive symptoms [1]. According to the World Health Organi-
zation, SZ affects over 21 million people worldwide [2]. Family, twin, and adoption studies
have indicated that the predisposition to develop SZ is among the highest for psychiatric
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disorders, with an estimated heritability of approximately 0.81, highlighting a significant
genetic component in its etiology [3]. Genome-wide association studies (GWASs) support
a relationship between regulatory genes of the immune response and SZ [4]. Two of the
largest GWASs to date [5,6] identified associations with regions within the major histo-
compatibility complex (MHC), which contains over 200 genes that are key regulators of
immune function [7,8]. Post-GWAS analyses have further implicated biological pathways
associated with glutamatergic transmission, the gut-brain axis, cytokine signaling, and
Toll-like receptor (TLR) signaling [9].

Toll-like receptors (TLRs) are a primary family of pattern recognition receptors that
initiate innate immune response. Upon the recognition of pathogen- or damage-associated
molecular patterns (PAMPs or DAMPs, respectively), TLRs activate pathways that lead to
the synthesis of pro-inflammatory molecules [9]. In preclinical models, mice lacking the
tlr2 gene have exhibited behavioral alterations that resemble the negative symptoms of SZ
[10]. Altered levels of biochemical medjiators, including cytokines and chemokines, have also
been reported in patients with SZ [11-13]. Additionally, postmortem brain analyses of
patients with SZ reveal an altered gene expression of molecules critical to the TLR
signaling cascade, such as myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) and
nuclear factor-kB (NF-kB) [14]. Furthermore, Kozlowska et al. [15] reported alter-
ations in the expression of different TLRs in European patients with SZ compared with
a control group. A previous genetic association study in Mexican population identified
that the rs4833093/TLR1 variant confers an increased risk of developing SZ, while the
rs5743709/ TLR2 and rs3775073/ TLR6 variants provide protection [16]. Also, a GxG inter-
action analysis showed an increased risk of developing SZ between the TLR1/1rs483309
and TLR2/rs5743709 variants [16]. This evidence suggests that TLRs could be related to
SZ; however, the effect of the rs4833093, rs5743709, and rs3775073 gene variants on the
expression and function of their corresponding receptors is yet unknown.

Taking this into consideration, the aims of this study were to (1) determine the effect of
rs483309 of the TLR1, rs5743709 of the TLR2, and rs3775073 of the TLR6 by the evaluation
of mRNA and protein expression levels in monocytes of patients with SZ and HCSs, and
(2) evaluate the TLR2/TLR6 heterodimer function by the analysis of the ligand-stimulated
secretory profile of monocytes of patients with SZ and HCSs.

2. Results
2.1. Demographic and Clinical Characteristics of the Sample

The clinical and demographic characteristics of the sample are summarized in Table 1.
There were no significant differences in age and sex between patients and controls. Re-
garding substance use, neither patients nor controls reported illegal drug consumption.
Therefore, only tobacco and alcohol consumption in patients and controls are presented in
Table 1, showing no significant differences between the groups. Patients had a higher
percentage of single individuals than controls. Patients were more likely to have only basic
education, while controls showed a higher frequency of advanced education levels.
Similarly, a higher proportion of unemployed individuals were noted among patients
compared to controls.

2.2. Immunofluorescent Detection of CD14, TLR1, TLR2 and TLR6

Immunofluorescent staining for CD14 was conducted to evaluate the efficiency of an
immunomagnetic positive selection of human peripheral blood monocytes using MACS®
technology (Figure 1A). CD14+ cells represented 87.5 = 2.6% of the total nuclei count
across five randomly selected fields. Among these CD14+ cells, the assessment of TLR
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immunoreactivity indicated that over 89% of the cells expressed TLR1, TLR2, and TLR6
(Figure 1B).

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the sample.

Controls Patients

Characteristic (n = 24) (n = 24) Statistics

Age, mean (SD), years 36.4 (5.3) 41.7 (3.2) t=1.63,p =0.108
Sex, n (%)

Male 13 (59.1) 15 (62.5) X2 =0.05, p =0.812

Female 9 (40.91) 9(37.5)
Marital status, n (%)

Married/cohabitin 10 (41.7 14 _ _

Single s 14 §58.3; 24 §9)6) X2 =9.97, p = 0.0016
Level of education, n (%), years

Elementary 2(8) 11 (46)

Secondary 6 (25) 10 (41) X2=16.1, p = 0.0003

Higher 16 (57) 3 (13)
Employment status, n (%)

Yes 24 (100 13 (54.1

e 0((0) ) 3 E 45.9; X2 =142, p = 0.0002
Tobacco use, n (%) 15 (62.5) 14 (58.3) X2=10.08, p=0.767
Alcohol use, n (%) 14 (66.7) 19 (79.2) X2=0.89,p=0.344
Systolic blood pressure, mean (SD), mmHg 120 (11.1) 117 (14.2) t=0.69,p =0.492
Diastolic blood pressure, mean (SD), mmHg 73.8 (10.3) 73.5 (10.2) t=0.098, p=0.921
Body mass index, mean (SD), kg/m? 27.5(7.1) 29.3 (6.4) t=0.918,p =0.363
Age of onset, mean (SD), years - 23.2 (8.4)
Age of diagnosis, mean (SD), years - 26.1 (8.5)
Second-generation antipsychotic treatment, n (%) - 15 (62)
First-generation antipsychotic treatment, n (%) - 11 (46)
Antidepressant treatment, n (%) - 13 (54)

| .

DAPI

Figure 1. Cont.
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Figure 1. Inmunofluorescent characterization of blood CD14+-monocytes isolation and detection of
TLR1, TLR2, and TLR6 receptors. (A) Immunodetection of markers for DAPI (gray), CD14 (red),
TLR1 (purple), TLR2 (green) and TLR6 (blue) were performed. (B) Graph of the percentage of
immunoreactive cells to CD14 (87.6 = 2.7), TLR1 (98.3 + 2.1), TLR2 (99 = 0.5) and TLR6 (89 + 1.1).

2.3. Gene Expression Analysis of TLR1, TLR2, and TLR6

Significant differences were observed in the gene expression levels of TLR1 (t = 17.3,
p <0.0001), TLR2 (t = 8.61, p < 0.0001), and TLR6 (t = 13.8, p = 0.0001) between the total
sample of SZ patients and HCSs (Figure 2). In monocytes from patients with SZ, the gene
expression levels of all three TLRs were notably lower compared to those in HCSs.
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Figure 2. Relative expression of TLR1, TLR2, and TLR6 genes in patients with SZ and HCSs. The
relative expression of TLR was measured in peripheral blood monocytes via qPCR and normalized to
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the endogenous control gene. (A) TLRT mRNA expression in monocytes from patients with SZ and
HCSs. (B) TLR2 mRNA expression in monocytes from patients with SZ and HCSs. (C) TLR6 mRNA
expression in monocytes from patients with SZ and HCSs. Data are presented as the mean + SEM,

and significant differences between groups are indicated (*** p < 0.001).

The analysis of gene expression levels in patients with SZ revealed significant differ-
ences between the TT and GG genotypes of rs4833092/TLR1 (p < 0.0001). In contrast, no
significant differences in gene expression were observed among HCSs when comparing
the TT and CC genotypes. Additionally, patients with the GG genotype showed a marked
decrease in gene expression compared to HCS carriers of both the TT genotype (p < 0.0001)
and the GG genotype (p < 0.0001) (Figure 3A).
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Figure 3. Expression levels of TLR1, TLR2, and TLR6 mRNA in monocytes from patients with
SZ and HCSs carrying the genotypes of interest. The relative expression of TLR was measured in
peripheral blood monocytes via qPCR and normalized to the endogenous control gene. (A) TLR1
mRNA expression in monocytes from SZ and HCSs carrying different genotypes for the rs4833093
variant (**** p = 0.0001). (B) TLR2 mRNA expression in monocytes from patients with SZ and HCSs
carrying different genotypes for the rs5743709 variant (*** p = 0.0006). (C) TLR6 mRNA expression in
monocytes from patients with SZ and HCSs carrying different genotypes for the rs3775073 variant
(*p <0.05,** p <0.01, ** p <0.001).

Significant differences in TLR2 gene expression levels were observed between patients
with SZ and HCSs carrying the AA genotype (p < 0.05). However, no significant differences
were found in gene expression levels between SZ patients and HCSs carrying the GG
genotype (Figure 3B).

A decrease in the expression levels of the TLR6 gene was observed in patient carriers of
the CC genotype of rs3775073 / TLR6 compared to HCS carriers of the CC and TT genotypes
(p < 0.05). Additionally, significant differences were found between patients who were
carriers of the CC genotype and HCSs carrying the TT genotype (p < 0.05). Finally, the
comparison between patients with SZ and HCS carriers of TT genotype showed significant
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differences in gene expression levels (p < 0.05) (Figure 3C). In contrast, no significant
differences in gene expression were observed among SZ when comparing carriers of the TT
and CC genotypes.

2.4. Protein Expression Analysis of TLR1, TLR2, and TLR6

To assess the levels of TLR1, TLR2, and TLR6 receptors in monocytes from patients
with SZ and HCSs, an initial analysis was conducted without considering allele carriage
(Figure 4). The protein expression analysis showed a significant decrease in TLR1 levels
in monocytes from SZ patients compared to healthy controls (p < 0.05). However, no
significant differences were found in the protein expression levels of TLR2 and TLR6
between the two groups (Figure 4).

TLR1 B TLR2

*%

A

2.0

N
(=]
1

1.59

-
(%4
1

==

1.0

Relative fluorescence intensity
o -
o o { ‘
1 1

Relative fluorescence intensity

0.5

o
=)

T 0.0 T T
SZ HCS SZ HCS

c TLR6

151 é

1.04

0.54

Relative fluorescence intensity

OG T )
Y4 HCS

Figure 4. Relative fluorescence intensity of TLR1, TLR2, and TLR6 in monocytes from patients with
SZ and HCSs. The relative protein expression of TLR was measured in peripheral blood monocytes
via flow cytometry. (A) Comparison of protein expression of TLR1 in patients with SZ and HCSs.
(B) Comparison of protein expression of TLR2 in patients with SZ and HCSs. (C) Comparison of
protein expression of TLR6 in patients with SZ and HCSs. Data are presented as the mean + SEM,
and significant differences between groups are indicated (** p < 0.05).

Figure 5 illustrates the protein levels associated with TLR1, TLR2, and TLR6 genotypes
in patients with SZ and HCSs. A significantly higher protein expression of TLR1 was
observed in HCSs with the TT genotype compared to HCSs with the GG genotype of the
rs4833093 / TLR1 variant (p = 0.0021). In contrast, patients carrying the TT genotype exhib-
ited a decreased TLR1 protein expression compared to both HCSs with the TT genotype
(p < 0.0001) and HCSs with the GG genotype (p = 0.0007).
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Figure 5. Protein expression of TLR1, TLR2, and TLR6 in monocytes of patients with schizophrenia
and healthy controls carrying the genotypes of interest. The relative protein expression of TLR was
measured in peripheral blood monocytes via flow cytometry. (A) TLR1 protein expression in
monocytes from SZ and HCSs carrying different genotypes for the rs4833093 variant (** p = 0.0021,

*** p =0.0007, *** p < 0.0001). (B) TLR2 protein expression in monocytes from patients with SZ and
HCSs carrying different genotypes for the rs5743709 variant (* p < 0.014). (C) TLR6 protein expression
in monocytes from patients with SZ and HCSs carrying different genotypes for the rs3775073 variant.

TLR2 protein levels were significantly reduced in patients with the GG genotype
compared to HCSs carrying the same rs5743709/TLR2 genotype (p < 0.014) (Figure 5B).
However, no significant differences in TLR2 protein expression were observed between
the other genotype groups. In contrast, TLR6 protein expression analysis across different
rs3775073 / TLR6 genotypes did not reveal any significant differences between comparison
groups (Figure 5C).

2.5. Functional Evaluation of TLR2/TLR6 in Human Peripheral Blood Monocytes

A proteome array enabling the immunodetection of 105 analytes was used to identify
the ligand-induced secretory profile of CD14+ monocytes from patients with SZ and HCSs
(Figure 6A). Out of the 105 analytes, only 40 were detectable in the cell culture supernatants
of both MALP2-stimulated (MALP2+) and unstimulated (MALP2-) monocytes. The sub-
sample cluster analysis showed that MALP2- monocytes from two controls (HCS1, HCS3)
and two patients with SZ (572, SZ3) formed a cluster characterized by a generally low
immunoreactive signal compared to their corresponding MALP2+ stimulated samples
(HCS1.s, HCS3.s, SZ2.s, SZ3.s; samples marked with *) showing an increment in the signal
(Figure 6B). Interestingly, another cluster with a consistently low immunoreactive secretory
signal was formed by HCS2, HCS2.s, SZ1, and SZ1.s. Additionally, the protein cluster
analysis revealed two main groups (Figure 6B). Interestingly, the proteins whose levels
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were significantly higher in patients with SZ (Angiopoietin 2, Serpin E1, uPAR, and IL-18;
marked with *) grouped together in the upper cluster analysis, whereas the proteins with
significantly lower levels in SZ regarding the HCSs (myeloperoxidase, MIF, IL-17A, IL-24,
and MCP-1; marked with ~) were grouped together in the lower cluster (Figure 6B).

- ..
HCS3 . HCS3.s .
. .e PO ..
.. .o . .
.. oo
. .o
.. ..
SZ3 SZ3.s
Lid
.o oo vo
oo oo
.o . .o .
B Sub-sample cluster analysis D Angiopoietin-2 Serpin E1
5 ks
5 5 Sk
75 =
o o
E £
2 2
[<] [<]
S g
Q °
k] °
£ £
L 2
= =
2 2
o o
o o
HCs Sz HCS sz
IL1ra B MALP2()  m MALP2(+)  MALP2() M MALP2(+)
Chitinase3like1
IL6
RANTES uPAR IL~18
MCP3 24 P
Lipocalin2 s =) —_—
CD31 < < 204 °
IL5: © ©
T E E 16
5 35 3
= S e
T 3 © 124
> & e
o ¢ g o
= 8 2 oo
[Z R 2 4
e 8 3
2 a
- [ HCS sz HCS 74
VitaminD <
PDGFA_BBE % B MALP2() m MALP2(+) B MALP2()  m MALP2(+)
Myeloperoxidase MIF
S €S
. s {2 2
Apolipoprotein E g
“IL7A 2 S
SDF1alpha o Lo
CD14 £ %—.}
Thrombospondin1 £ £
GROalpha S 2
Osteopontin g g
o o
&
NS HCS Sz HCs 4
® MALP2()  m MALP2(+) B MALP2()  m MALP2(+)
C IL-17A IL-24
60 ¢
gets s 2
IfSZ.s ;E; <
& s A E
S 304 g g
] Hess:s g? °
8 3, 3
I 3 5
> SZZé 2, 2
R 01 Hosz 8 5
o e nés1s 0 e
5 ] HCS sz
~ 8 SZ3s
1 HCS1 B MALP2() W MALP2(+) .
N .30+ ? BMALP2()  m MALP2(+)
8]
a Sz MCP-1
35
573 =
- g w wk sk
°
T T T g 2 .
40 0 40 S
PC1, 45.38% variation S s
T
E_ 10
z .
a
0
HCS 74

B MALP2()

 MALP2(+)

Figure 6. Exploratory data analysis of the secretory profile induced by TLR2/TLR6 ligand stimulation
of CD14M)-monocytes from patients with SZ and HCSs. Monocytes were incubated with 25 ng/mL
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MALP2 or without this ligand (MALP2-) in a serum-free medium for 24 h, and the cultured su-
pernatants were collected for further proteomic immunoassays. (A) Representative images of the
immunoreactive spots detected in the proteomic arrays and their corresponding representation as
densitometric heatmaps. (B) Cluster analysis heatmap that shows the subsample cluster analysis
and the protein clustering analysis. (C) Principal component analysis (PCS) biplot indicating the
distribution of the subject samples in the first two components, which explains 69.5% of the total vari-
ance. (D) Graphic representation of the densitometric volume of the immunoreactive spots, showing
significant differences between the SZ and HCS samples. Data represents the mean + SEM,; statistical
differences were assessed by two-way ANOVA and Tukey post hoc test for multiple comparisons,
*p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001. HCS (healthy control subject), SZ (schizophrenia
patient), macrophage-activating lipopeptide 2 (MALP2).

The PCA (Figure 6C) showed us the same groups of HCS and SZ subjects that we
obtained with the cluster analysis. Two principal components are represented in the biplot,
explaining 69.5% of the total variance (PC1 45.38% and PC2 24.12%).

Panel D displays bar plots of the densitometric volume of immunoreactive spots
for the nine proteins that showed significant differences between patients with SZ and
HCSs. The immunoreactive signal for Angiopoietin 2 was higher in the supernatants of
MALP2- monocytes from patients with SZ with no changes following MALP2 stimulation.
Both serpin E1 and uPAR showed significantly higher densitometric volumes in MALP2+
cells, which were even higher in the supernatants of SZ regarding the HCS monocytes.
Similarly, IL-18 levels were significantly elevated in MALP2+ monocytes from patients with
SZ relative to HCSs under the same conditions. On the other hand, myeloperoxidase and
MIF showed a significant reduction in SZ-derived monocyte supernatants regardless of
MALP2 stimulation. Additionally, IL-17A, IL-24, and MCP-1 levels significantly increased
in the supernatants of MALP2-stimulated HCS monocytes, but these signals were markedly
reduced in SZ monocytes under the same conditions.

3. Discussion

Genetic association studies provide evidence of inflammatory-related genes in SZ [5,6,16];
however, the effect of the risk variants in the gene expression could provide additional
information about their role in the development of SZ. The biological importance of these
changes in the pathophysiology of SZ is unclear; therefore, we investigated the effect of
three genetic variants previously associated with SZ, analyzing the gene expression levels in
Mexican patients compared with a control group.

The analysis of clinical and demographic characteristics revealed that 96% of our
patients were single. A lower marital rate has been observed among patients with this dis-
order, particularly among men [17]. Additionally, studies have reported that a stable marital
status significantly enhances the quality of life in patients with schizophrenia [18]. It was
also observed that patients with schizophrenia had a basic level of education and unemploy-
ment, which is a finding consistent with reports from other studies [19,20]. Schizophrenic
patients tend to have lower educational attainment than the general population due to a
combination of symptoms, including cognitive impairments such as memory, attention,
and executive function deficits [21], which are characteristics that also impact getting a job
[22]. Long-term employment is difficult for many individuals with schizophrenia due to
employment discrimination and inadequate workplace support systems [23].

Our findings showed a decrease in the gene expression of TLR1, TLR2, and TLR6 in
patients compared to controls. Kozlowska et al. [15] reported alterations in the expression
levels of the TLRI-TLR9 genes in patients with SZ. However, this study was carried out
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in a European population, and they only evaluated changes in the gene expression of the
TLRs between patients with SZ and healthy subjects.

To our knowledge, this is the first study aimed at identifying the role of genotype
carriage in gene expression among patients with SZ. Our focus was on individuals who had
homozygous copies of each of the polymorphic variants. TLR1 observed a decrease in gene
expression in patients with the GG genotype compared to those with the TT genotype and
the control groups with either the TT or GG genotypes. These findings suggest that carrying
the GG genotype may be associated with reduced TLR1 gene expression in patients with SZ.

Regarding TLR2, genotype carriage analysis revealed lower gene expression in pa-
tients with the AA genotype compared to AA controls. This difference in expression may
be influenced by other genetic factors or the underlying disease itself. Finally, the analysis

of TLR6 gene expression revealed significant differences between the study groups. No-
tably, patients with schizophrenia (SZ) exhibited markedly lower TLR6 expression levels
compared to healthy control subjects (HCSs) independent of genotype. However, no signif-
icant differences were detected between patients or controls with the different genotypes.
This suggests a potential dysregulation of TLR6 in individuals with schizophrenia, further
supporting the hypothesis that TLR6 may play a role in the immune-related mechanisms
underlying the disorder [15]. These findings emphasize the need for further investigation
into how genotype-specific variations in TLR6 expression contribute to the pathophysiology
of schizophrenia.

To investigate the potential impact of rs4833093 polymorphism in TLR1, we employed
the JASPAR database to analyze DNA-binding motifs [24]. Our analysis revealed that
rs4833093 is located within a binding site for several transcription factors, including One
Cut Homeobox 1 (ONECUT1), which is associated with nervous system development [25];
Interferon Regulatory Factor 1 (IRF1), known for its role in immune response activation [26];
and Zinc Finger Protein 354A (ZNF354A), which facilitates DNA-binding transcription
factor activity [27]. These findings suggest that the rs4833093/ TLR1 polymorphism could
modify the binding affinity of these transcription factors, potentially altering TLR1 gene
expression levels.

It has been suggested that mRNA stability is affected by the number of optimal and
non-optimal codons presented in a protein [28,29]. Genetic variants of TLR2 and TLR6
genes could be related to the mRNA stability, conferring a higher risk to developed SZ.

Regarding the analysis of TLR1 protein expression in the total sample, a lower level of
the receptor was observed in patients with SZ compared to healthy controls. This finding
aligns with the decreased gene expression observed in our previous analysis, suggesting a
potential relationship between reduced TLR1 gene expression and lower protein levels in
patients with SZ. In contrast, no significant differences were found in the protein expression
of TLR2 and TLR6 between patients and controls.

To our knowledge, this is the first study to investigate the role of polymorphic vari-
ants and protein expression in patients with SZ. The analysis of TLR1 protein expression,
stratified by genotype, revealed a significant reduction in protein levels in patients with
the TT genotype compared to TT and GG in controls. This finding suggests an association
between TLR1 genotype carriage and SZ. However, no relation was observed between
TLR1 gene expression levels and protein expression, indicating the possible involvement of
post-transcriptional and/or post-translational modifications that influence the regulation of
gene and protein expression.

The relationship between gene expression and protein expression is inherently com-
plex and subject to regulation at multiple stages of the gene expression process. The lack of
correlation between mRNA and protein levels observed in this study can be attributed to sev-
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eral regulatory factors, including post-transcriptional, translational, and post-translational
modifications.

Post-transcriptional regulation is a key determinant of protein levels [30]. After tran-
scription, various regulatory mechanisms, such as microRNAs (miRNAs) and RNA-binding
proteins, can bind to mRNA and modulate its stability or translational efficiency [31]. This
can result in diminished protein production even in the presence of high mRNA levels.
Furthermore, the alternative splicing of pre-mRNA can produce multiple isoforms with
differing stability or functionality, further complicating the relationship between mRNA
and protein levels [32]. The stability and degradation of mRNA are also important con-
tributors to this discrepancy. mRNAs vary in their half-lives, with some undergoing rapid
degradation while others persist longer within the cell, thereby affecting the total amount
of protein synthesized. In addition, translational efficiency can be influenced by mRNA
secondary structures, ribosomal availability, and other factors that impact the translation
process [33].

Post-translational modifications (PTMs) also play a crucial role in regulating protein
levels. Proteins may undergo a range of modifications after translation, such as phosphory-
lation, glycosylation, or ubiquitination, which can alter their stability, activity, or localization
within the cell. These modifications may result in protein degradation or functional changes,
reducing the detectable protein levels even if mRNA levels remain constant. Protein degra-
dation pathways, particularly the ubiquitin-proteasome system, may further contribute to
the observed discrepancies between mRNA and protein levels. Proteins marked for
degradation may be rapidly removed from the cell, leading to reduced protein levels despite
the continued presence of their corresponding mRNA transcripts [34].

In conclusion, the lack of correlation between mRNA and protein levels observed
in this study likely reflects the influence of multiple regulatory layers, particularly post-
transcriptional and post-translational modifications. These mechanisms highlight the com-
plexity of gene expression, emphasizing that protein levels cannot always be directly inferred
from mRNA levels. Therefore, it is essential to consider these regulatory mechanisms in
future studies and investigate their role in the regulation of TLRs in patients with SZ.

The functional analysis of TLRs showed significant differences in expression profiles
between patients with SZ and HCSs, which in turn may offer new insights into the under-

lying mechanisms of the disease and its response to immune-related receptor activation.
Specifically, the hierarchical clustering of protein expression profiles revealed a distinction
between the profiles of HCSs and patients with SZ. Notably, treatment with MALP2 seems to
induce a marked shift in protein expression patterns in patients with SZ, suggesting a unique
response to TLR activation, which may indicate an underlying immunological susceptibility.
Furthermore, principal component analysis (PCA) demonstrated a clear separation
between the HCS and SZ groups, reflecting significant variability in protein expression
profiles. The distinct clustering of HCS and SZ groups suggests that patients with SZ exhibit a
unique proteomic profile. Moreover, MALP2 treatment intensifies the divergence between the
groups, thereby indicating that this treatment exacerbates differences in protein expression,
particularly in patients with SZ. However, partial overlap between the untreated HCS and
SZ groups indicates that although there are baseline differences between the groups, MALP2
accentuates these distinctions. Additionally, the analysis of specific proteins further highlights
the differences between the groups. In general, MALP?2 treatment increases the levels of
several inflammatory proteins, such as angiopoietin-2, Serpin E1, uPAR, and IL-18 in patients
with 57, suggesting an altered immune and inflammatory response.

The association of these molecules with inflammatory and tissue remodeling processes
indicates that they may contribute to immune dysregulation in SZ, potentially influencing
disease progression and symptomatology. For instance, angiopoietin-2, a key regulator of
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angiogenesis and vascular remodeling, normally stabilizes blood vessels, but its overex-
pression can lead to increased vascular permeability and inflammation [35]. In the context
of SZ, elevated angiopoietin-2 may contribute to blood-brain barrier dysfunction, allowing
inflammatory cells and mediators to enter the brain [36]. This disruption, in turn, could
exacerbate oxidative stress and neuroinflammation, which are processes implicated in SZ
pathogenesis [37-40].

Similarly, Serpin E1, a plasminogen activator inhibitor, plays a crucial role in regulating
fibrinolysis and extracellular matrix remodeling. Its elevation in patients with SZ may
suggest increased tissue remodeling activity and an altered fibrinolytic response [41].
Moreover, Serpin E1 overexpression has been linked to neurodegenerative diseases and is
thought to promote chronic inflammation [42,43]. As a result, elevated Serpin E1 levels in
patients with SZ could contribute to sustained inflammation and neuronal damage, thereby
exacerbating cognitive deficits and functional impairments in these patients.

In addition, uPAR, a receptor that regulates extracellular matrix degradation and cel-
lular signaling, plays a role in cell migration and inflammatory responses. Increased uPAR
levels in patients with SZ may indicate heightened immune cell activation, which could lead
to chronic inflammation [44]. Moreover, uPAR is also involved in cell adhesion and synaptic
plasticity, which are critical factors for neuronal connectivity and development [45]. Thus,
the dysregulation of uPAR may contribute to the structural brain abnormalities observed
in SZ, negatively impacting synaptic function and neural connectivity [46,47].

Likewise, IL-18, a pro-inflammatory cytokine, plays a central role in both innate and
adaptive immune responses. It is known to activate NK cells and T-helper cells as well as
promote the production of other pro-inflammatory cytokines [48]. Indeed, elevated IL-18
levels in patients with SZ suggest persistent immune activation, potentially fostering an
inflammatory environment in the central nervous system [49]. Furthermore, this cytokine
has been associated with oxidative stress and cellular damage, contributing to neuronal
deterioration and synaptic dysfunction. Additionally, IL-18 is linked to mood disorders
and cognitive dysfunction, which are common symptoms in SZ [50,51].

Taken together, the elevated levels of angiopoietin-2, Serpin E1, uPAR, and IL-18 may
promote chronic inflammation, blood-brain barrier dysfunction, and neuronal damage,
contributing to the neuroinflammation and cognitive decline characteristic of SZ.

On the other hand, a decreased expression of myeloperoxidase (MPO), MIF, IL-17A,
IL-24, and MCP-1 was observed in patients with SZ compared to HCSs. MPO, an enzyme
produced by neutrophils and macrophages, generates reactive oxygen species (ROS), which
are crucial for pathogen defense but can cause tissue damage if overproduced [52]. Thus,

reduced MPO levels in SZ may indicate a diminished inflammatory response capacity,
which could have counterproductive effects on innate immune function. Additionally, since
oxidative stress is a key factor in SZ pathology, lower MPO activity may be related to an
altered redox balance in the brain, affecting neuronal metabolism and synaptic function [53].
Likewise, MIF, a cytokine with both pro-inflammatory and immune regulatory proper-
ties, stimulates the release of other pro-inflammatory cytokines and promotes macrophage
survival [54]. In SZ, reduced MIF levels may reflect impaired macrophage activation and
a diminished capacity to mount adequate inflammatory responses. This reduction could
result in a less reactive cerebral environment, affecting processes such as neurogenesis and
synaptic plasticity, which are essential for maintaining neuronal health [55].

Moreover, IL-17A, a cytokine produced by T-helper (Th17) cells, is essential for defense
against bacterial and fungal infections and plays a key role in autoimmune inflamma- tion
[56]. Therefore, the reduction in IL-17A in patients with SZ may indicate decreased Th17
cell activation, suggesting possible immunosuppression or the dysregulation of spe- cific
inflammatory responses [57]. The decrease in IL-17A could also affect the blood-brain
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barrier, as this cytokine facilitates immune cell migration into the brain [58], potentially
limiting the brain’s ability to respond to pathogenic challenges and contributing to neu-
roinflammatory dysfunction.

In addition, IL-24, a cytokine involved in apoptosis regulation and the inflammatory
response, plays a role in tissue repair and remodeling and has immunomodulatory proper-
ties [59]. Reduced IL-24 expression in patients with SZ may indicate a decreased ability to
repair damage and respond appropriately to inflammation. This reduction, in turn, could be
related to the neurodegeneration observed in SZ, as IL-24 contributes to neuronal protection
and regeneration [60]. Consequently, a lack of IL-24 could exacerbate the effects of other
pro-inflammatory pathways, facilitating neuronal damage and altering synaptic functions.

Finally, MCP-1, a chemokine critical for recruiting monocytes and other immune cells to
sites of inflammation, is also reduced in patients with SZ. This suggests that reduced immune
cell recruitment to the brain may impair the central nervous system'’s ability to respond to
pathological processes [61]. Lower MCP-1 activity could indicate an insufficient immune
response, reducing the brain’s capacity to clear damaged cells and respond to chronic
inflammation [62]. Moreover, MCP-1 is associated with neurogenesis and synaptic plasticity,
and its reduction may negatively impact the formation of new neuronal connections and the
maintenance of the neuronal network [61-63].

Altogether, the decreased levels of MPO, MIF, IL-17A, IL-24, and MCP-1 in patients
with SZ may impair the brain’s ability to respond to damage and maintain neuronal
homeostasis, thus exacerbating neurodegeneration and synaptic plasticity issues commonly
seen in SZ. These findings underscore the importance of considering immune dysregulation
in SZ and suggest that modulation of these inflammatory pathways could represent a
potential therapeutic approach.

In conclusion, the results suggest that MALP2 has a more pronounced impact on
protein expression in patients with SZ than in healthy controls. This may indicate that
TLR activation contributes to SZ pathophysiology by exacerbating an altered inflammatory
state. Thus, the modulation of these receptors could represent a potential therapeutic target
in the treatment of SZ, and these findings highlight the importance of further studying the
role of TLRs in this disease.

4. Materials and Methods
4.1. Sample

The sample comprised twenty-four patients diagnosed with schizophrenia according
to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5 (DSM-5) criteria using the
Spanish version of the Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI-5).

Inclusion criteria were patients who were 18 years or older, had no chronic immuno-
logic diseases, and did not have a first- or second-degree family member participating in the
study. The patients were recruited from the Schizophrenia Clinic of the Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz in Mexico City. The exclusion criteria were
active infection at the time of blood sampling, patients diagnosed with an autoimmune or
chronic inflammatory disease, and patients who have been on non-steroidal or steroidal
anti-inflammatory drugs for at least a week. The control group consisted of twenty-four
participants who were not diagnosed with a psychiatric disorder, without a family history
of psychiatric disorders, and did not have a first- or second-degree family member par-
ticipating in the study. Exclusion criteria included subjects with an active infection at the
time of blood sampling, subjects diagnosed with an autoimmune or chronic inflammatory
disease, and subjects in treatment with non-steroidal or steroidal anti-inflammatory drugs
for at least one week.
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The forty-eight subjects consisted of 8 homozygous individuals (4 patients with
schizophrenia and 4 controls) for the two alleles of each gene variant. All participants were
Mexican with a family background generation of at least three generations born in Mexico.

The Alcohol, Smoking, and Substance Involvement Screening Test (ASSIST), devel-
oped by the World Health Organization ASSIST Working Group [64], was used to evaluate
both the lifetime and recent (past 3 months) use of 10 substances as well as symptoms of
abuse and dependence in patients and controls. All substances analyzed by the ASSIST
were assessed in this study. However, among the substances evaluated, alcohol and tobacco
were the only ones reported as consumed by patients within the past 3 months.

4.2. Isolation of Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

Venous blood samples (15 mL) were obtained in Vacutainer™ tubes with EDTA. All
tubes were identified with a numerical code to protect the identity of the participants. The
isolation of PBMCs was performed by the density gradient centrifugation method according
to Fuss et al. [65]. Briefly, blood samples were centrifuged for 15 min at 2000x g at room
temperature (RT) to obtain a leukocyte-enriched buffy coat. The buffy coat was collected
and resuspended with 10 mL of Hank’s Balanced Saline Solution (HBSS). Leukocyte-
enriched suspension was slowly layered over Ficoll-Hypaque® solution (3 mL of Ficoll-

Hypaque® per 9 mL cell suspension) and centrifuged for 30 min at 900X g, RT. The PBMCs-
enriched interphase was transferred to another conic tube, washed twice, and centrifuged
for 10 min at 600X g, RT, for platelet depletion. Cell count was performed with a
hemocytometer, and cell viability was determined by trypan blue exclusion.

4.3. Positive Selection of CD14* Cells with MACS® Technology

CD14* monocytes were enriched from human PBMCs using a positive selection
protocol with the MACS® system according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Briefly, PBMCs were incubated with CD14+ magnetic
beads (Cat. 130117337; 20 pL/107 cells, 2-4 °C for 15 min); then, while the magnetic column
was attached to the magnet, the cell suspension passed through the LS column (130042401,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) for monocyte sorting by positive selection.
The monocyte-depleted cell suspension was used to perform the genotyping of the variants
of interest. Then, the column was detached from the magnet, and the CD14*-monocytes-
enriched cell suspension was eluted with the plunger. Cell count was performed with a
hemocytometer, and cell viability was determined by trypan blue exclusion.

4.4. Immunofluorescent Detection of CD14, TLR1, TLR2 and TLR6

Immediately after MACS® column elution, the cell suspension enriched in CD14*-
monocytes was washed twice with HBSS and finally resuspended in RPMI 1640 sup-
plemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 1X GlutaMAX, 1X penicillin-
streptomycin, and then plated into 12 mm round glass coverslips at 25,000 cells/well in 4-
well culture plates. Cells were incubated overnight at 37 °C, 5% CO,, with a humid
atmosphere. After incubation, cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min and
washed twice with TBS. Blocking was performed with 10% donkey serum, 0.3 M glycine,
and 0.05% Tween 20 in TBS for 30 min. TLRs were detected by indirect fluorescence using
the following primary antibodies: rabbit anti-TLR1 (Novus Biologicals, Centennial, CO,
USA. NB100-56563), mouse anti-TLR2 (Novus Biologicals, Centennial, CO, USA. NB100-
56722) and rabbit anti-TLR6 (Novus Biologicals, Centennial, CO, USA. NBP1-76664), all
diluted 1:200 in 1% donkey serum, 0.05% Tween20 in TBS, overnight, at 4 °C in a humid
chamber protected from light. After washing 4 times with TTBS (0.1%), cells were incubated
with the corresponding secondary antibodies, i.e., Alexa Fluor® 647-conjugated donkey
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anti-rabbit IgG (Abcam ab150075, Cambridge, UK; dilution 1:1000) and Alexa Fluor® 488-
conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch 715-545-150, West Grove,
PA, USA; dilution 1:800) in TTBS for 1 h at room temperature and protected from light.
CD14 was detected by direct immunofluorescence using an R-PE-conjugated anti-human
CD14 (Life Technologies MHCD1404, Thermo Fisher, ScientificWaltham, MA, USA), which
was diluted 1:150. After extensive washing, 1 uM DAPI was added for 10 min for nuclei
counterstaining, washed with deionized water, and finally, coverslips were mounted with
CitiFluor® (Hatfield, PA, USA) for further image acquisition. Images were acquired with
an LSM-900 confocal microscope with Airyscan (ZEISS) and analyzed with FIJI Image ]
version 2.9.0 (NIH Image J, Bethesda, MD, USA).

4.5. Flow Cytometry Analysis

To evaluate the protein expression of TLR1, 2, and 6 in monocytes from patients and
healthy controls, an analysis by flow cytometry was performed. First, 4.5 X 100 CD14+*-
monocytes were fixed with 4% paraformaldehyde and resuspended in PBS. Subsequently,
indirect immunofluorescence was performed for either TLR1/AF647 (NB100-56563; Novus
Biologicals, Centennial, CO, USA), TLR2/ AF488 (NB100-56722; Novus Biologicals, Centen-
nial, CO, USA), or TLR6/ AF647 (NBP1-76664; NBP1-76664) for 30 min. CD14/PE antibody
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA, MHCD1404) was incubated for 30 min. Cells were
analyzed using the Attune flow cytometer (Thermo Fisher, ScientificWaltham, MA, USA),
and data were analyzed with the WinList™ software package version 10.1.

4.6. RNA Extraction, cDNA Obtention, and Quantitative Analysis by PCR

Total RNA was extracted from monocytes using TRIzol™ (Roche; Germany) reagent,
following the manufacturer’s instructions. The first-strand cDNA was synthesized with
SuperScript™ IV VILO™ Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in
three technical replicates per sample using 500 ng of total RNA. The expression assay was
assessed with TagMan probes for TLR1 (Hs00413978_m1), TLR2 (Hs02621280_s1), TLR6
(Hs00271977_s1) and ACTB (Hs99999903_m1) as housekeeping gene, using the ABI Prism
®7500 Sequence Detection System according to the manufacturer’s protocols (Applied
Biosystems Inc.; Foster City, CA, USA). The PCR reaction was performed in a 10 yL reaction
volume, consisting of 500 ng of cDNA, 1X TagMan Universal Master Mix Il and 0.5X of
TagMan Gene Expression Assay. cDNA was amplified for 40 cycles at 95 °C for 15 s and
60 °C for 1 min.

4.7. Assessment of TLRs Function: Analysis of Ligand-Induced Secretory Profile

To conduct an exploratory analysis of TLR function, we randomly selected a subsam-
ple consisting of three patients and three controls for proteomic analysis of the ligand-
stimulated secreted molecules. Two culture dishes per individual were prepared, each
containing 2.25 X 10 monocytes. The cells were cultured in RPMI 1640 medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 1X GlutaMAX, and 1X penicillin-streptomycin. The
cultures were incubated overnight at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,. After
total culture medium change for serum-free medium, one of the dishes was stimulated
with 25 ng/mL of macrophage-activating lipopeptide 2 (MALP-2) (Novus Biologicals,
NBP2-26219, Centennial, CO, USA), a specific ligand for the heterodimer TLR2/TLRé6,
while the other dish served as an unstimulated control sample. After incubation for 24 h,
supernatants were collected and stored at —20 °C until further analysis. The total protein
in the supernatants was determined with the BCA Protein Assay kit (Pierce, Appleton, W1,
USA) as recommended by the manufacturer. The culture supernatants (500 pg of protein
per sample) were assayed to immunodetect the monocyte-secreted factors using the Pro-
teome Profiler™ Human XL Cytokine Array Kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
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following the protocol provided by the manufacturer. The volumetric densitometry of the
immunoreactive spots was determined with the FIJI/Image] software version 2.9.0
(Bethesda, MD, USA). The data were normalized by subtracting the densitometric volume
of the negative control spots and expressed as a percentage of the densitometric volume of
the positive control spots of the immunoarray.

4.8. Statistical Analyses

The demographic and clinical characteristics of patients and controls were analyzed
using Student’s t-test for continuous variables such as age, body mass index, and blood
pressure. Additionally, the chi-square test was employed for categorical variables, including
sex, marital status, level of education, employment status, and substance use. An additional
analysis was performed to assess the potential confounding effects for evaluating their
association between tobacco and alcohol use in cases and controls. Also, we evaluated the
variables” confusers, such as tobacco and alcohol use, age of onset, age of diagnosis, and
pharmacological treatments in cases stratified by the carriage of the alleles. No significant
differences were observed, confirming that these variables do not act as confounding factors
in the study.

The gene expression analysis was performed using GraphPad Prism software version
5.0.0 [66]. Cycle threshold values were averaged, and relative TLR1, TLR2, and TLR6 gene
expression levels were determined using the comparative cycle threshold method [67]. The
expression data were normalized using a Q-Q plot analysis to assess the distribution of the
data. Differences between the TLR1, TLR2, and TLR6 expression of patients and controls were
calculated using a t-test. All the results were normalized to ACTB. Changes in gene expression
in relationship to the allelic carriage were analyzed using ANOVA and Tukey’s multiple
comparison post hoc test. The amount of relative fluorescence of TLR1, TLR2, and TLR6
from the flow cytometry analysis between patients and controls was calculated. ANOVA and
Tukey’s multiple comparison post hoc tests were analyzed to evaluate differences in relative
fluorescence in relation to the allelic carriage in patients and controls.

A heatmap and a PCA were created for the exploratory data analysis of the secretory
profiles. The first approach to the experimental values was a heatmap scaled by row (z scale
for each variable) and non-directed classification dendrograms. Each column represented a
different subject with or without treatment. The other form of visualization was with the
biplot derived from the PCA method. With this approach, the first two components were
used to explain our data variability. The heatmap was assessed using the library heatmaply
ver. 1.4.0 and the PCA approach with the library PCA tools ver. 2.16.0. all within the R
version 4.4.1 software package.

5. Conclusions

This study provides new insights into the role of TLRI1, TLR2, and TLR6 genetic
variants in the regulation of gene and protein expression in Mexican patients with SZ. Our
findings demonstrate a significant reduction in the gene expression of TLR1, TLR2 and
TLR6 in patients with SZ compared to HCSs, suggesting that TLRs play an important role
in the pathophysiology of SZ. Specifically, the rs4833093 polymorphism in TLR1 might alter
transcription factor binding, potentially affecting gene expression and contributing to the
immune dysregulation observed in SZ. At the protein level, TLR1 expression was reduced
in patients with SZ, particularly among those carrying the TT genotype. However, this
reduction in protein levels did not correlate directly with mRNA expression, highlighting
the complex regulatory mechanisms involved, including post-transcriptional and post-
translational modifications. TLR2 and TLR6 protein expression did not show significant
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differences between patients and controls, underscoring the need for further investigation
into the influence of these genes on SZ pathogenesis.

Additionally, the analysis of inflammatory protein profiles revealed altered immune
responses in SZ patients supporting the hypothesis of immune dysfunction in this disorder.
Treatment with MALP2 exacerbated these differences, suggesting that TLR activation may
contribute to the unique immunological landscape of SZ.

In conclusion, our findings emphasize the importance of TLR gene variants in modulat-
ing immune responses in SZ, providing a potential avenue for future therapeutic interven-
tions targeting immune dysregulation in this disorder. Further studies are needed to explore
the precise mechanisms through which these TLRs contribute to the etiology of SZ.
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