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RESUMEN
El trastorno del espectro autista (TEA), definido propiamente como un
espectro se caracteriza principalmente por dificultades en la interaccion
social, deficiencias en la comunicacién e intereses restringidos como
conductas repetitivas. La prevalencia a nivel mundial, es de 1:160 recién
nacidos, segun la Organizacion Mundial de la Salud, pero se ha observado
que esta cifra varia de acuerdo al pais donde se estudie. Su heredabilidad
es de las mas altas, siendo alrededor del 80%. En México, no contamos con
estudios suficientes que reporten la epidemiologia actual ni que exploren las
bases moleculares que puedan tener una participacion relevante en el
autismo. Se trata de un trastorno complejo, donde participan tanto factores
genéticos, epigenéticos y ambientales. Evidencias recientes, sugieren
fuertemente la participacion de alteraciones del sistema inmune en la
etiopatogenia de estos trastornos. Se han encontrado diferencias
importantes en moléculas como citocinas, sefializacion deficiente por parte
de las mismas, aumento en el nimero de algunos tipos celulares, entre otros.
Debido a esto, el interés por encontrar en estas moléculas inmunes
potenciales biomarcadores para la caracterizacién del autismo, ha cobrado
gran relevancia. En este trabajo, se disefié un microarreglo de polimorfismos
de un solo nucleétido en inmunogenes, conteniendo 1440 SNPs en 400
genes y 96 marcadores de ancestria (Golden Gate, Illumina). Los resultados
de este arreglo se validaron por la metodologia de discriminacién alélica por
Tagman, eligiendo algunos de los SNPs contenidos en él (rs3731865,
rs10213865, rs4986791). Esta metodologia se basa en la utilizacion de
sondas especificas para poder determinar el genotipo de cada muestra. La
concordancia de los genotipos en ambas metodologias fue mayor al 95%.
Adicionalmente se realizo una revision exhaustiva individual de los genes del
sistema inmune asociados para poder plantear una hipotesis biolégica de su

participacion en el.



1.

INTRODUCCION

1.1 Trastorno del espectro autista

Los trastornos del espectro autista (TEA), son padecimientos
neuropsiquiatricos que afectan a 1 de cada 160 nifios, en su mayoria
hombres, teniendo una relacion 4:1. Con base en los estudios de
concordancia de los TEA, en gemelos monocigéticos es del 60-90%;
mientras que en dicigoticos, es del 3-6% [1,7]; Sélo alrededor del 15% de los
casos han sido explicados por mutaciones genéticas conocidas en familias,
pero éstas parecen no ser penetrantes. La enfermedad se inclina mas hacia
un origen poligénico, con cientos de loci haciendo pequefias contribuciones

a la etiologia de la misma.

En la década de los 90's, se empezd a estudiar el autismo desde la
perspectiva genética mediante estudios de asociacion y ligamiento,
posteriormente los analisis del genoma completo y las variaciones en el
namero de copias siguieron en los esfuerzos por identificar loci potenciales

que pudieran explicar genéticamente la enfermedad [18].

Los sintomas de estos trastornos son detectables en los primeros 3 afios de
vida [2]. Segun el Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(DSM-V), esta enfermedad se caracteriza por un conjunto de afecciones,
dividido en dos amplias categorias: sintomas centrales y sintomas
secundarios, los primeros se caracterizan por conductas repetitivas, asi
como problemas en la interaccion social; mientras que los sintomas
secundarios incluyen autolesiones, hiperactividad, depresion, ansiedad y
agresion [5,3]. Los pacientes diagnosticados con TEA tienen variaciones en
sus capacidades cognitivas, ya sea desde una discapacidad intelectual,
hasta inteligencia muy desarrollada [4]; ademas este padecimiento genera
altos costos socioeconémicos tanto para los padres como para el servicio de

salud. La clinica Mexicana de Autismo, en colaboracién con Eric Fombonne,



realizo en México el primer estudio de prevalencia de TEA, en el cual sefalan
que 1 de cada 115 nifios y adolescentes tienen esta enfermedad, lo cual
significa que en el pais 94,800 nifios de cero a cuatro afios y 298,000 entre

cinco y diecinueve padecen TEA [6].
1.2 Etiopatogenia

La etiologia de los TEA no se conoce con exactitud, pero se considera una
enfermedad multifactorial, donde interactian factores genéticos, ambientales

y epigenéticos.

Tabla 1. Tipos y ejemplos de factores de riesgo asociados a TEA [4].

Factores Ejemplos

Genéticos Heredados o mutaciones de las células germinales en los padres;
comunes, raros o Unicos, desde mutaciones puntuales hasta
variaciones en el nimero de copias.

Epigenéticos Metilacion de las citosinas, acetilacion de las histonas; posiblemente
5-hidroximetilacion.

Ambientales Edad del padre y abuelos varones, sustancias empleadas durante el

embarazo.

Los factores genéticos para los TEA, no esta puesta a discusion, ya que
algunos de estos pacientes presentan mutaciones de novo, las cuales se
encuentran en las células germinales y presentan un efecto determinante en
el fenotipo. De igual forma existen alelos que se encuentran presentes en
generaciones previas y que tienen un fuerte efecto individual fuerte, pero que
a nivel poblacional son muy raros [4]. Algunos estudios demuestran que
existen variantes genéticas relacionadas con el TEA, los cuales tienen un alto
grado de pleiotropia, es decir que, un gen afecta a mas de un fenotipo, y se
ha demostrado que existen mas de 1000 genes implicados en el TEA [45].
Por ejemplo, el gen MAOA (monoamino oxidasa-A), el cual juega un papel
importante en la codificacion de enzimas mitocondriales, que juegan un papel

importante en la desaminacién oxidativa de aminas, como lo son la
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dopamina, serotonina y norepinefrina. Este gen se ha encontrado asociado
a trastornos psiquiatricos, incluido el comportamiento antisocial, el cual es

caracteristico de individuos con TEA.

Por otra parte, la expresion del gen TLR4 se encuentra elevada en las células
B, lo que muestra un aumento de la sefalizacion de NF-kB y el estrés
oxidativo en sujetos con TEA. Las células B periféricas podrian estar
asociadas a la inflamacion oxidativa sistémica y contribuir a la disfunciéon

inmunologica en el TEA [44].

Por otro lado, es bien sabido que existe una asociacion entre el medio
ambiente y los TEA. Cabe sefalar que, la combinacion de varios factores
ambientales contribuye a un impacto significativo de esta enfermedad [8]. Por
ejemplo, la exposicibn ambiental a sustancias nocivas, tales como el
consumo de cigarro o alguna otra substancia como marihuana o cocaina, asi
como la exposicion a ciertos pesticidas, de igual forma los contaminantes del
aire, e inclusive la edad de los padres pueden causar cambios profundos en
el desarrollo y estructura del cerebro, afectando procesos neurolégicos como

la diferenciacién celular, sinaptogénisis y la mielinizacion de los axones [9].

La modificaciéon epigenética, en los ultimos afios, ha jugado un papel muy
importante en los TEA, esto debido a que los genes asociados a las vias
epigenéticas, conforman una proporciéon considerable de los genes
candidatos a este trastorno [10]. La mayoria de estas alteraciones, pueden

darse gracias a metilaciones o incluso acetilaciones [4].
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1.3 Interacciones entre el sistema nervioso y el sistema inmunitario en
TEA

Actualmente se han planteado nuevas hipotesis acerca de la relacion entre
las enfermedades psiquiatricas y anormalidades en el sistema inmune,
donde las evidencias sugieren que una parte de la etiologia puede explicarse
gracias a estas alteraciones [11].

En el cerebro se encuentran células del sistema inmune como macréfagos y
células dendriticas, las cuales pueden responder al estimulo de citocinas y
prostaglandinas producidas fuera del sistema nervioso [19]. Dichas citocinas,
actuan también sobre el cerebro produciendo en las personas un efecto de
enfermedad, inclusive de afectacion fisica y depresion en pacientes sin
antecedentes de enfermedades psiquiatricas.

Las citocinas constituyen una familia de polipéptidos, las cuales son
producidas por diferentes tipos celulares, suelen actuar fundamentalmente
como reguladores de la respuesta inmunitaria, e inflamatoria o como factores
de crecimiento local [14][15]. La actuacion biolégica de estas moléculas se
produce a través de su interaccidn con receptores de membrana especificos,
los cuales comienzan o desencadenan reacciones bioquimicas en el interior
de la célula diana, determinando su accion biolégica. Dentro del grupo de las
citocinas, podemos encontrar a las interleucinas (IL), factores de necrosis
tumoral (TNF), interferones (IFN), CSF (Factor estimulante de colonias de

granulocitos) y quimiocinas (Figura 1) [15].
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Figura 1. Actividad biol6gica de las citocinas a través de receptores de membrana [15].

Las citocinas se dividen en dos grandes grupos: proinflamatorias y
antiinflamatorias, dentro de las primeras encontramos, que en el cerebro se
localizan IL1beta, IL2, IL6, TNFalpha e IFN gamma. Se ha descrito que, una
desregulacion de la IL1beta provoca deficiencias en la memoria y aprendizaje
[7]. Mientras que, las citocinas antiinflamatorias, tales como IL4, IL5 e IL10
confieren un efecto neuroprotector, en el caso de la IL4 se regula en el
cerebro, cuando hay algun episodio de inflamacion, induciendo la actividad

de la microglia, evitando la apoptosis [7] [13].

Se sabe que la barrera hematoencefalica juega un papel clave en la
permeabilidad de citocinas y anticuerpos que puedan interferir con los
procesos de neurotransmisién, pero diversos estudios plantean el
rompimiento de la misma, consistente con el incremento en la prevalencia de
comorbilidad de enfermedades psiquiatricas e inmunes. Un ejemplo es el
lupus eritematoso sistémico, donde del 25% al 75% de los pacientes cursan
con padecimientos psiquiatricos, presentando ansiedad y alteraciones en el
estado de animo y la conducta. La fisiopatologia es principalmente mediada

por autoanticuerpos contra antigenos sinapticos o intracelulares [20].

El autismo tiene importantes evidencias inmunoldgicas, ya que se ha

observado desde el ambiente intrauterino que una infeccion por virus como
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influenza, rubéola o citomegalovirus de madres en gestacion, se correlaciona
con un riesgo incrementado a que el nifio padezca autismo, esto por la
respuesta inmunoldgica que desencadena la madre, probablemente porque
los anticuerpos impiden el desarrollo normal del sistema nervioso del feto
[7]. Esto ha sido demostrado también en ratones, donde la progenie de
madres infectadas con el virus de la influenza presenta alteraciones en la
arquitectura neuronal y en el comportamiento como déficits en la interaccion
social, inhibicion de prepulso, ademas de diferencias en los niveles de
serotonina [21].

En miembros de familias con autismo, se han encontrado y asociado
diferentes padecimientos autoinmunes por la presencia de autoanticuerpos
en tejidos neurales como fiebre reumatica, artritis reumatoide, psoriasis y
diabetes tipo | [22].

En sangre periférica de pacientes con autismo, se han evidenciado varias
funciones anormales como la de linfocitos T, autoainticuerpos, y elevacion de
citocinas proinflamatorias [23]. En estudios de casos y controles muestran
gue los pacientes con autismo presentan una alta incidencia de alergias a

alimentos y rinitis, ademas de psoriasis.

En cerebros humanos y liquido cefalorraquideo se han encontrado
respuestas neurogliales relacionadas con inflamacién, ademéas de la
presencia de quimiocinas y citocinas antiinflamatorias [23]. Citocinas como la
ENA-78, atrayente de neutrofilos esta elevada en nifios con autismo, al igual
que la IL6. Otras alteraciones encontradas son el incremento en las

respuestas de células T, NK y monocitos [24].

1.4 Gendmica como herramienta en el estudio de enfermedades

complejas



La mayoria de las diferencias en el DNA de las personas se debe
principalmente a polimorfismos, los cuales involucran de 1 a 1000 pb,
asi como también existen diversos tipos de anomalias a nivel cromosomico,
las cuales son mas frecuentes en pacientes con autismo, que la poblacién en
general (Tabla 2). [4]

Gracias a los estudios de secuenciacion y microarreglos, se han podido
detectar variaciones cromosomicas, ya sea comunes o de novo; tales como:
deleciones, aneuploidias, traslocaciones e inversiones, que han contribuido
a la identificacion de genes candidatos o asociados a TEA. [4]
Tabla 2. Regiones cromosémicas asociadas a TEA, de acuerdo con estudios
citogenéticos, microarreglos y secuenciacion [4].
Region Fenotipos asociados a los TEA

22q11 Sindrome de DiGeorge, sindromes de duplicaciones o deleciones

cromosémicas, sindrome velocardiofacial, sindrome de Opitz

G/BBB
15911-9q13 Sindrome de duplicacién, sindrome de Angelman, sindrome de
Prader-Willi
17pl11.2 Sindrome de Smith-Magenis, sindrome de Potocki-Lupski
16p11.2 Sindrome de delecion, sindrome de duplicacion
1921 Sindrome de duplicacién, sindrome de delecién, trombocitopenia

con ausencia de radio, psoriasis

Cromosoma X, Sindrome de delecion, condrodisplasia punctata , sindrome de
Xp22, Xq13 .
Asperger, autismo
Cromosoma 7, Retraso mental, autismo
g22-q31

15
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Los estudios de asociacion genética, buscan determinar la relacién entre uno
0 mas polimorfismos genéticos y un rasgo, los cuales podrian ser

caracteristicas de alguna enfermedad, en este caso el TEA. [17]

Los estudios de asociacion tienen un mayor poder que los estudios de
ligamiento para detectar efectos pequefios a pesar de que se utiliza una
mayor cantidad de marcadores; esto debido a la recombinacién genética que
existe en los individuos no relacionados. [17] Se ha observado que la
susceptibilidad genética a los trastornos complejos involucra una gran
cantidad de genes, los cuales tienen pequefios efectos, esto junto con la
identificacion de un gran numero de SNPs en todo el genoma, y la
disminucién de los costos de genotipificacion, ha llevado a la importancia de

los estudios de asociacion en epidemiologia genética.

ANTECEDENTES

2.1 Estudios de asociacion y ligamiento en autismo

En el genoma humano generalmente encontramos 46 cromosomas, de los
cuales 23 son heredados de la madre, mientras que el otro par son
provenientes del padre, de estos, 22 pares son autosomas homaélogos y un
par son cromosomas sexuales. A pesar de que el 99.9% del genoma
humano es similar en las personas, la secuencia de DNA de un cromosoma
puede variar de diferentes formas dentro de este porcentaje, ya sea por un
efecto en la formacion de proteinas, la susceptibilidad asociada a una

enfermedad o por la variacion de la misma secuencia [37].

Es importante sefialar que la mayoria de las diferencias en las secuencias de
DNA de una persona a otra, se deben a polimorfismos [4], los cuales se
pueden definir como una variacién en la secuencia de un locus determinado
del DNA en los cromosomas en los individuos de una poblacion [37]. Aquellos
polimorfismos que afectan la region codificante y que producen cambios

importantes en la estructura de las proteinas o en el mecanismo de
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regulacion de la expresién, puede traducirse en diferentes fenotipos, como

por ejemplo el color de ojos [38].

Las variaciones en el DNA que involucran una sustitucion en una base
nitrogenada, se les conoce como polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs), y estan presentes en al menos 1% de la poblacion. Existen algunos
casos en las que las variaciones suelen ser de 1000 pb, esto puede deberse
a inserciones, deleciones, inversiones o duplicaciones conocidas como
variaciones en el numero de copias (CNV). Cuando este tipo de variaciones
tiene una frecuencia de al menos el 1%, se le conoce como polimorfismos en
el nimero de copias (CNP), estos son menores a 10 000 pb y es comun
encontrarlos en genes que codifican para proteinas involucradas en la

desintoxicacion de sustancias e inmunidad [4].

Actualmente en el dbSNP, se han catalogado mas de 9 millones de variantes
en la secuencia de DNA, y se ha descrito que cada 200 pares de bases en el
genoma humano, se presenta un SNP, basado en esta informacion, se
esperaria que existieran aproximadamente 6 millones de SNPs en el

genoma. [39]

Los SNPs pueden encontrarse en regiones codificantes, provocando una
modificacion de un aminoacido y como consecuencia la funcién de la
proteina, a este tipo de SNP se le denomina no sinénimo. [39] Por otra parte,
existen los SNPs “silenciosos” o también denominados SNPs sinénimos,
estos generalmente tienden a no modificar la secuencia del gen, es decir que
no hay un cambio en alguno de los aminoéacidos (Tabla 3). [48] Generalmente
los SNPs sinGnimos, son los mas polimorficos, lo que nos indicaria que estas
variaciones pueden ser funcionalmente neutras, sin embargo, algunos de
estos SNPs podrian tener consecuencias funcionales por algun tipo de

mecanismo (Figura 2). [39, 48]



Tabla 3. Clasificacion y localizacion de SNPs en el genoma [39].

Tipo de SNPs Localizacién
iISNP Regiones intronicas
rSNP Regiones reguladoras
gSNP Regiones intergenémicas
CSNP Regiones codificantes:

Pueden estar representados por SNPs:
e Sin6bnimos

¢ No sindnimos

Inicio Codén de Coddn de
trascripcion inicio término

| | _(_

5" Promotor | 5°UTR E 1 E 1 E 1 E |3°UTR 3
rSNP cSNP: iSNPs gSNP

0 nsSNP
0 sSNP

Figura 2. Clasificacién de SNPs, de acuerdo a su localizacion en el genoma. E:exones;l:intrones;
UTR: regiones no codificantes. Tomado y editado de [48]

Por otra parte es importante sefialar que existen otro tipo de variantes a nivel
genético, las cuales se denominan como microdeleciones 'y
microduplicaciones; generalmente estas surgen durante la
esperamatogénesis u ovogénesis, estas suelen tener un tamafio mayor a los
CNP, llegando inclusive a un millén de pb. [4] Este tipo de variaciones han

sido encontradas en pacientes con retraso mental, esquizofrenia y TEA [40].

Es importante sefialar que el analisis de polimorfismos en estudios de enlace
genético y de asociacién, son de gran importancia ya que nos ayudan a

relacionar estas variantes genéticas con algun rasgo o enfermedad [41] como
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en el caso del TEA, ya que nos da una aproximacion para determinar si existe

una relacion con el componente genético.

En los estudios de asociacion las variantes genéticas se comparan entre
personas no emparentadas que han presentado la enfermedad (casos) y
personas no emparentadas que no han presentado la enfermedad (controles)
[4]. Mientras que los estudios de enlace genético tienen como objetivo
analizar regiones cromosémicas en las cuales se encuentran diferentes
alelos compartidos entre familiares afectados [4]. Es importante sefialar que
los estudios de asociacion genética tienen un mayor poder sobre los estudios
de enlace, ya que suelen detectar pequefios efectos, aunque se utilicen una
mayor cantidad de marcadores, y esto se debe a que existe una mayor
posibilidad de que el enlace sea destruido por recombinacion y este se
extienda a distancias mas cortas en individuos distantemente emparentados
[41].

Gracias a que los estudios de asociacion operan a distancias cortas en el
genoma, les ha garantizado a estos analisis una gran importancia en el
mapeo fino de loci genéticos, inicialmente detectados por enlaces [41]. Es
importante sefialar que se han encontrado estudios, en los cuales se
encuentra una susceptibilidad genética a trastornos complejos comunes en

los cuales hay pequefios efectos de diversos genes.

2.2 Alteraciones de los genes del sistema inmune asociados con

autismo

Mutaciones que ocurren en genes asociados al sistema inmunolégico, o bien,
gue juegan un papel dual en el sistema nervioso y en el sistema inmunitario;
respaldan la hipétesis de que el sistema inmunitario desempefia un papel
importante en el desarrollo del TEA [7]. Por ejemplo, el riesgo del TEA se ha
asociado con una variante genética en la region promotora del receptor

tirosina quinasa MET, el cual contribuye al desarrollo de la corteza cerebral
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y el cerebelo, de igual forma regula la funcién inmune y la tolerancia

inmunologica [12].

Para identificar los genes afectados en el TEA, se han realizado estudios de
enlace genético, en el cual se investigan regiones cromosomicas, y se
encuentran alelos que suelen compartirse entre familiares afectados. En
estos estudios, la frecuencia de las variantes genéticas se compara en
personas no emparentadas que presentan el TEA y personas no
emparentadas que no han presentado la enfermedad, comparando de esta
forma los genes que han sido heredados por los padres y los que no han sido
transmitidos por ellos para la contribucién del TEA [4]. De igual forma, se han
realizado estudios de asociacion genética, estos se basan en casos y
controles, con personas no emparentadas las cuales presentan o no la
enfermedad, buscando los polimorfismos de asociacion directa, los cuales
son los causantes genéticos de la enfermedad y los rasgos relacionados con
esta [17].

Tabla 4. Genes candidatos para autismo [4].

PRODUCTO DEL GEN IDENTIFICACION FUNCION DEL GEN
DEL GEN
Neurexina 1 NRXN1 Se une a neuroliginas para la

neurotransmision y formaciéon de
contactos sinapticos

Transportador mitocondrial de = SLC25A12 Transporte de aspartato de la
aspartato/glutamato mitocondria al citosol a cambio

de glutamato

Receptor de oxitocina OXTR Receptor de hormona relevante

en cognicion social y conducta

Reelina RELN Activa las vias de sefalizacién

durante la migracion neuronal

Protooncogén MET MET Protooncogén

Proteina con dominio similar =~ FOX P2 Factor de transcripcion
a cabeza de tenedor P2
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Proteina 2 activadora para
secrecion dependiente de
calcio

Proteina 2 similar asociada a
la contractina

Proteina 2 con muesca
(engrailed)

Homoélogo de fosfatasa y
tensina

Factor neurotrofico derivado
del cerebro

Subunidad alfa 1c de canal
de calcio tipo L dependiente
de voltaje

Receptor 1A de arginina
vasopresina

Proteina ligasa E3A a
ubiquitina

Receptor beta 3de GABA

Transportador de serotonina

Neuroligina 4

Neuroligina 3

Proteina de sindrome X fragil
y retraso mental

Proteina 2 de unién a Metil-
CpG

CADPS2

CNTNAP2

EN2

PTEN

BDNF

CACNA1LC

AVPR1A

UBE3A

GABRB3

SLC6A4

NLGN4

NLGN3

FMR1

MECP2

Involucrada en la exocitosis de
vesiculas que contienen
neurotransmisores y
neuropéotidos

Neurexina, interacciones entre
células en el sistema nervioso

Factor de transcripcion

Supresor de tumores

Factor de sobrevivencia
necesario para las neuronas
estriatales en el cerebro

Produccién de canales de calcio

Media la contraccién celular y
proliferacion

Ligasa E3 y coactivador
transcripcional

Neurotransmision gabérgica

Recaptacion de serotonina a las
neuronas presinapticas

Ligando para la familia de
neurexinas de receptores de la
superficie celular

Ligando para la familia de
neurexinas de receptores de la
superficie celular

Posiblemente involucrada en la
transcripcion

Puede activarlo reprimir la
transcripcion
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2.3 Gen SLC11A1

El gen SLC11Al, pertenece a la familia 11 de portadores de soluto
(transportadores de iones metélicos divalentes acoplados a protones); en

humanos, este gen se encuentra en el cromosoma 2q35 [25,26].

SLC11A1 codifica para una proteina transmembrana a helicoidal de multiples
segmentos que funciona principalmente como transportador de cationes
divalentes como Fe2+, Mg2+, Mn2+, asi como de otros metales divalentes a
través de las membranas; esta proteina se expresa principalmente en los
monocitos, los cuales son los precursores circulantes de macrofagos y
células dendriticas, principales células presentadoras de antigeno en el
sistema inmune [26,27]. Esta proteina, tiene efectos pleiotropicos sobre la
funcién de macrofagos, los cuales son importantes en la resistencia contra

los patdgenos intracelulares [25].

La sobreactivacion de este gen podria potencialmente inducir a
enfermedades autoinmunes e inmunes, tales como la diabetes tipo I. Las
variantes genéticas en la region del gen SLC11A1 se asocian con diversas
enfermedades inmunes infecciosas y crénicas como artritis reumatoide
[28],[29], enfermedad inflamatoria intestinal [30,31,25], enfermedad de
Kawasaki, esclerosis multiple [32], y recientemente se ha asociado con

cancer de eso6fago [25,33].
24 Gen IL7R

La proteina codificada por el gen IL7R es un receptor de interleucina 7 (IL7).
Esta proteina es parte importante del receptor IL7 y del receptor de
linfopoyetina estromal timica; dichos receptores se encuentran anclados en

la membrana celular de las células del sistema inmune [36].

El receptor de IL7 se encuentra en las células B, T y en las primeras células
formadoras de sangre. El receptor de linfopoyetina se encuentra en diversos

tipos de células inmunes, incluidas las B, T, monocitos y células dendriticas,
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estas células identifican sustancias extrafias y defienden al cuerpo contra
infecciones y enfermedades. Las mutaciones en el gen IL7R, pueden causar
una forma de inmunodeficiencia combinada severa (SCID), en el cual los
individuos afectados, tienen una funcién inmune disminuida y son propensos

a infecciones recurrentes y persistentes [36].
2.5Gen TLR4

Los receptores tipo Toll (TLR), son receptores transmembrana de tipo 1, los
cuales guardan una homologia con la proteina Toll de Drossophila y con los
receptores IL-1 [43]. La proteina codificada por este gen pertenece a estos
receptores (TLR), los cuales juegan un papel importante en el reconocimiento
de patdgenos y en la activacién del sistema inmune innato. Lo anterior se
debe a que reconocen patrones moleculares asociados a agentes
infecciosos y regulan la producciéon de citocinas para el desarrollo de una
inmunidad efectiva [42]. Es importante sefalar que actualmente se conocen
11 TLR en humanos, cada uno tiene un patron de expresiéon diferente en
tejidos linfoides y no linfoides [43]. Este receptor se ha asociado en eventos
de transduccién de sefales inducidos por lipopolisacaridos (LPS). Las
mutaciones en este gen se han asociado con diferencias en la respuesta de
LPS [42].

Existe evidencia en la cual se observa una relacion en la enfermedad del
TEA, con respecto a los receptores tipo Toll, ya que se ha demostrado que
la activacion de TLR4 aumenta la produccion de citocinas proinflamatorias,

asi como con sintomas autistas en la descendencia [44].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los TEA abarcan diversos sintomas, la etiologia exacta no se conoce con
exactitud, pero se considera una enfermedad compleja multifactorial, en la
cual participan factores ambientales, genéticos y epigenéticos.
Recientemente, han surgido nuevas hipotesis acerca de la relacion del
sistema inmune, donde las evidencias sugieren que una parte de la etiologia
del TEA puede explicarse por alteraciones inmunoldgicas. En el cerebro se
encuentran células de la microglia, las cuales responden al estimulo de
citocinas y prostaglandinas producidas fuera del sistema nervioso, dichas
citocinas actuan sobre el cerebro produciendo un efecto de enfermedad,

afectacion fisica y depresion.

En autismo existen evidencias importantes, donde la infeccion de madres en
gestacion correlaciona con algunos sintomas de variables especificas del
autismo, como los déficits en la comunicacion social y conductas repetitivas.
En miembros de familias con autismo, se han encontrado autoanticuerpos en
tejidos neurales y de procesos autoinmunes. De igual forma, se han
encontrado importantes alteraciones en vias de sefalizaciéon de genes
ligados al sistema inmune, tales como IL1RL1, CDK2, TLR4.IL7R, SLC11A1,
por decir algunos, en los que podemos encontrar desde variaciones en el

namero de copias, inserciones, deleciones, etc.

Por lo anterior, con este trabajo se pretende generar conocimiento cientifico
al contar con una bateria de marcadores (SNPs) que ayuden a explicar la
etiologia inmunolégica del espectro autista, pues la mayoria de trabajos
reportados hasta ahora se han realizado en poblacién caucasica, asiatica y
estadounidense principalmente, dejando de lado a los mexicanos. Como
sabemos el origen étnico es muy importante en el estudio de marcadores
genéticos de enfermedades complejas, debido a las variaciones que se han
observado entre poblaciones. Especificamente en TEA, se han encontrado
variantes genéticas particulares dependiendo de la poblacién que se estudie,

razon por la cual es muy importante caracterizarla en mexicanos.
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Para este proyecto se propuso utilizar una matriz comercial, la cual
se personalizé afadiendo 1440 SNPs de genes de nuestro interés,
asociados a sistema Inmune, con el fin de detectar cuales se encuentran
asociados al espectro autista en poblacién mexicana, incluyendo marcadores
de ancestria. El propésito principal de este trabajo fue validar los resultados
del estudio de asociacion por una metodologia diferente, la discriminacion
alélica. Dicha informacién dara la pauta para la busqueda de nuevos
biomarcadores que puedan servir en un futuro para un mejor diagnostico y

tratamiento de la enfermedad.

OBJETIVOS

Objetivo general

- Validar los resultados de genotipificacion, obtenidos de un
microarreglo de alta densidad de polimorfismos tipo SNP en inmunogenes en

pacientes autistas, posterior a un analisis de asociacién genética.
Objetivos particulares

4 Describir la posible funcién de los genes del sistema inmune cuyos
SNPs fueron asociados con autismo.

. Comparar los datos encontrados con lo reportado en bases de datos.

HIPOTESIS
La genotipificacion por discriminacion alélica coincidird con los genotipos

obtenidos de las mismas muestras en el microarreglo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Poblacion de estudio y obtencion de muestras

Se colectaron 96 muestras de pacientes autistas con edades de entre los 6
y 25 afos de edad (para nuestro estudio de validacién se utilizé una N=35),
con base en los criterios del DSM-IVR- DSM-V, utilizando los criterios de la
escala ADI-R. Dicha recoleccion de muestras y diagnéstico de los pacientes,
fue realizada por paido-psiquiatras especialistas. Se utilizaron datos previos

de 200 muestras de pacientes psiquiatricamente sanos.

Posteriormente se construy6 una base de datos con informacion detallada de
cada uno de los individuos participantes, en la cual se registré género, edad,
origen geogréafico, antecedentes familiares, manifestaciones clinicas,

tratamiento administrado, entre otros.

Tanto en los casos, como en los controles, se tomo6 como criterio de inclusion
gue; dos generaciones anteriores hayan nacido en México y ademas que no
refirieran antecedentes extranjeros. Por otra parte, se tom6 como criterio de
exclusion que no cumplieran con lo anterior para ambos casos, que se
retiraran del estudio o no firmaran el consentimiento informado, asi como en
los controles sanos que refirieran antecedentes de alguna enfermedad

psiquiatrica o autoinmune.
6.2 Toma de muestras

A los pacientes y controles, se les tom6 una muestra de epitelio bucal, con la
ayuda de un hisopo estéril. Dichas muestras se codificaron inmediatamente
segun las normas internacionales, proporcionando un numero unico de
identificacion para proteger los datos de las personas que participaron en el

estudio.



27

6.3 Extracciéon de acidos nucleicos

La extraccion de &cidos nucleicos de raspados bucales, a partir de hisopos
se realiz6 mediante un kit comercial (Qiagen, Pure gene gentra, L.A.,
California, USA.). Para ello, primero se agregd 1 ml de buffer de lisis celular
y 3 pl de proteinasa K en un tubo. Posteriormente se introdujo el hisopo
completo y se dejo en la solucion por un periodo de 48 horas, agitando
constantemente para el rompimiento de las membranas. Pasado dicho
periodo de tiempo, el hisopo se saco y escurrid, para poder cortar la esponja.
En seguida se centrifugé a 3500 rpm, durante 10 minutos, para poder
recuperar la mayor cantidad de solucion. Se volvio a centrifugar la esponja
del hisopo a 3500 rpm, durante un periodo de 5 minutos, ya que se obtuvo la

cantidad deseada, se mantuvo a 4°C hasta su extraccion.

Una vez obtenida la muestra deseada, se le afiadieron 350 ul de buffer de
precipitacion de proteinas y se agitd vigorosamente durante tres minutos, en
seguida se dejé reposar en hielo, durante 5 minutos, para favorecer la
precipitacion de proteinas. Transcurrido este lapso, la muestra se volvi6 a
agitar y se dejo reposar durante otros 5 minutos nuevamente en hielo. Se
saco la muestra y se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos y se recupero
el sobrenadante con pipeta, el cual se trasladé a un tubo falcon nuevo y
estéril desechando el boton.

Teniendo el sobrenadante, se le afiadié 1 ml de isopropanol frio, con 5 pl de
glucogeno, agitando suavemente el tubo sin invertir; se dejo 24 horas a 4°C.
Pasado este lapso de tiempo, la muestra fue centrifugada a 3500 rpm durante
15 minutos a 10°C, para posteriormente decantar el sobrenadante, cuidando
gue no se tirara el botdn que correspondia al DNA precipitado.

A dicho boton, se le afiadieron 1500 pl de etanol frio al 70% y se agitd
suavemente hasta que se despeg6, una vez realizado este paso, se volvio a

centrifugar a 3500 rpm, durante 15 minutos a 10 °C, se retiré el sobrenadante
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con pipeta y se dej6 secar el tubo completamente. Finalmente, se

resuspendio con 60 pl de buffer de suspension de DNA
6.4 Analisis de SNPs por medio de microarreglos de alta densidad

Se utilizé un microarreglo sobre disefio, (Golden Gate) de la empresa
lllumina, el cual contiene 1440 SNPs en alrededor de 400 genes del sistema

inmune y 96 marcadores de ancestria.

Los datos se analizaron mediante un estudio de asociacion de casos y
controles utilizando el programa Plink. Se tomé el valor de p<0.05 como

significativo.
6.5 Cuantificacion y evaluacion de la calidad del DNA

Las muestras de DNA obtenidas se cuantificaron por espectofotometria con
el equipo Nanodrop, a una longitud de onda de 260nm, evaluando los
pardmetros 260/230 y 260/280. Con estos datos se realizaron diluciones de
las muestras a 50ng/ul para los ensayos de genotipificacion. A la par, se

corrieron geles de agarosa al 1% para evaluar la integridad de las muestras.
6.6 Validacién de los resultados de asociacién del microarreglo

Se escogieron tres SNPs asociados para las validaciones mediante el
método fluorescente de 5’ exonucleasa Tagman con sondas especificas para
cada uno (rs 10213865 gen IL7R, rs 4986791 gen TLR4, rs 3731865 gen
SLC11A1) de la marca Applied Biosystems, siguiendo los protocolos del

fabricante. Estos SNPs fueron analizados en forma independiente.

6.7 Genotipificacion por el método fluorescente de 5’ exonucleasa
(Tagman)

Para los ensayos de discriminacion alélica, cada sonda utilizada, se
encontraba marcada en el extremo 5' con flurocromos diferentes FAM para
el alelo 1 y VIC para el alelo 2; mientras que el extremo 3' contaba con un

“‘quencher” (TAMRA), el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la
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emision de fluorescencia. Durante la reaccion de PCR,los oligonucleétidos
hibridan con una secuencia especifica del segmento del gen que contiene la
secuencia polimoérfica, la sonda Tagman de igual forma hibrida con su

secuencia homologa.

Durante la PCR, la AmpliTag Gold, que tiene actividad tanto de DNA
polimerasa como de exonucleasa 5’-3’, es capaz de digerir la sonda marcada
durante la amplificacion y liberar el colorante fluorescente de la accion del
“‘quencher”’, de tal manera que dadas las condiciones de astringencia
utilizada durante la reaccion, sélo la sonda especifica para el polimorfismo
presente fue capaz de hibridar. Por lo tanto es posible diferenciar un alelo del

otro con base en la longitud de onda de la fluorescencia emitida (Figura 3).

Para la reaccion Tagman, se colocaron las muestras de DNA de pacientes,
en placas de 96 pozos con controles negativos. Para dicha reaccion, se

preparé el Mastermix, bajo las siguientes condiciones (Tabla 5).

Tabla 5. Reaccién Tagman para una muestra de DNA a una concentracion de 10ng/ul

Reactivo Cantidad
H20 libre de nucleasas 2.25ul
Master mix 2.5ul
Sonda 0.25ul
DNA 2ul

Una vez preparado el master mix, se prosiguié a agregar 5ul de este, a cada
uno de los pozos. Finalmente se realizé la PCR en tiempo real en el equipo
Quant Studio de Applied Biosystems, con las siguientes condiciones de

termociclado (Tabla 6).

Tabla 6. Condiciones de termociclado para Tagman
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Temperatura
50°C
95°C
95°C
60°C
4°C

Tiempo de cada ciclo
2 minutos
10 minutos
15 segundos (35 ciclos)
1 minuto

Final

I) Nesnaturalizacion

pnmer

;. 1 9 0 2 0

snnda

fluoréforo / Quencher
Feaw R EEDNERER

polimerasa

2) Alineamiento del oligonucleétido / hibridacion de la
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Figura 3. Esquema de reaccion Tagman. 1) Desnaturalizacion, las hebras de DNA se separan por efecto de la

temperatura; 2) En el alineamiento, tanto los

oligonucledtidos como las sondas Tagman hibridan con su

secuencia complementaria en la muestra de DNA; 3) Al llevarse a cabo la extensién por la DNA polimerasa
con funcién de 5" exonucleasa, la sonda se degrada permitiendo la emision de fluorescencia.

Una vez obtenidos los resultados de la reaccion de amplificacion, se

determind el genotipo de las

plano, utilizando el programa

muestras, dependiendo de su posicion en el

Quant Studio Design & Analysis Software. Los

genotipos obtenidos se compararon con el microarreglo, asi como con la

base de datos de “The 1000 genomes project phase 3 browser” (Figura 4).
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Figura 4. Discriminacion alélica mediante la técnica de Tagman. En verde se muestran los
heterocigotos para el alelo 1,2; en rojo los homocigotos para el alelo 1; en azul los
homocigotos para el alelo 2 y en negro se presentan los controles negativos o alelos
indeterminados.

7. RESULTADOS
7.1 Datos clinicos y demogréficos

Al analizar las 35 muestras de los pacientes; 28 individuos fueron (80%) del
sexo masculino y siete (20%) del sexo femenino. (Figura 5). La relacién de
género masculino:femenino fue aproximadamente 4:1, por lo tanto los

resultados apoyan lo encontrado en la literatura [7].
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Numero de pacientes

Femenino (7 pacientes)
20.0%

Masculino (28 pacientes)
80.0%

Figura 5. Representacion del nUmero de pacientes masculinos y femeninos
analizados en la validacion. (n=35)

7.2 Andlisis de los SNPs de los genes SLC11A1,IL7TRY TLR4

Los estudios de asociacion y ligamiento, como se mencion6 anteriormente,
son utilizados para identificar las variantes genéticas que influyen en las
enfermedades complejas. Un alelo en un locus de interés se encuentra
asociado con un rasgo, si este aparece con una tasa de frecuencia mayor en
la poblacion afectada [46]. Del estudio de asociacién genética de casos y
controles, se seleccionaron tres de los SNPs asociados con TEA para validar
los resultados obtenidos de la genotipificacion del microarreglo. Aunado a lo
anterior, se consulté la base de datos de los 1000 genomas (The 1000
genomes project phase 3 browser) y se comparo la informacién generada.
Los SNPs en los genes asociados SLC11Al1, IL7R, y TLR4 fueron

analizados.
7.3 Gen SLC11A1

El analisis de los resultados obtenidos con el rs3731865, se presenta de
manera resumida en la tabla 7 y 8. En este caso, dicho SNP nos muestra un
cambio de nucledtido de G/C, siendo el alelo G el ancestral y en mayor

frecuencia segun la informacion de la base de datos de 1000 genomas. Al



realizar las validaciones por la técnica de Tagman, comparando con los
resultados del microarreglo GoldenGate, nos arroja datos muy similares en
cuanto a frecuencias, mientras que en la base de datos (1000 genomas) nos
muestra una diferencia significativa, ya que esta ultima es de una poblacion
abierta, lo anterior nos indicaria que este SNP se encuentra en mayor

frecuencia en pacientes con TEA.

Al ser un SNP que se encuentra en una region intrénica (no codificante), no
hay cambio en la secuencia del aminoéacido y por lo tanto, no modifica a la
secuencia, por lo que es un SNP sin6énimo. Como se menciond
anteriormente, este gen juega un papel fundamental como proteina de

resistencia para los macrofagos [47].

Tabla 7. Localizaciéon del SNP rs3731865 en el genoma

SNP Gen Localizacion NUmero de exones
rs3731865 | SLC11A1 2qg35 16
Intrén

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs3731865 de SLC11A1
encontradas en las muestras del microarreglo y validadas por la técnica de tagman, asi
como su comparaciéon con la base de datos de 1000 genomes.
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Genotipo Golden Tagman 1000 genomes project phase 3 browser
GIG 51.42% (18) | 48.57% (17) 51.6% (33)
CIG 48.57% (17) | 45.71% (16) 37.5% (24)
CI/C 0% (0) 0% (0) 10.9% (7)
Indefinido 5.71% (2)
Alelos Golden Tagman 1000 genomes project phase 3 browser
G 75.71% (53) | 71.42% (50) 70.3% (90)
C 24.28% (17) | 22.85% (16) 29.7% (38)
Indefinido 5.55% (4)
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7.4 Gen IL7R

De acuerdo con los datos mostrados en la tabla 9, el polimorfismo
rs10213865, el cual codifica para el gen IL7R, se encuentra en una region
intronica (no codificante), no se han reportado otras isoformas asociadas a

este SNP; lo anterior fue verificado en NCBI.

Es importante sefalar que la base de datos de los 1000 genomes, nos arroja
que dicho SNP, muestra un cambio de A/C, siendo el alelo A el ancestral, ya
gue se observa una mayor frecuencia para dicho alelo. Este gen se encuentra
asociado a algunas otras enfermedades autoinmunes, tales como la

dermatitis y a la sarcoidosis. (NCBI)

Los siguientes datos (Tabla 10) nos muestran una asociaciéon en lo
encontrado por el microarreglo y lo validado por Tagman, por lo cual
podemos concluir que este SNP se encuentra asociado a TEA, es importante
sefalar que existe una diferencia significativa en lo encontrado y en lo
reportado en la base de los 1000 genomes, lo cual nos indicaria que el alelo

se encuentra en pacientes con TEA.

Tabla 9. Localizacion del Rs10213865 en el genoma

SNP Gen Localizacion NUumero de
exones
rs10213865 IL7R 5p13.2 8
Intron
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Tabla 10. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs10213865 de IL7R
encontradas en las muestras del microarreglo y validadas por la técnica de tagman, asi
como su comparacion con la base de datos de 1000 genomes.

Genotipo Golden Tagman 1000 genomes project phase 3 browser
CIC 22.85% (8) 22.85% (8) 4.7% (3)
CIA 77.14% (27) | 74.28% (26) 32.8% (21)
AJA 0% (0) 0% (0) 62.5% (40)
Indefinido 2.85% (1)
Alelos Golden Tagman 1000 genomes project phase 3 browser
A 38.57% (27) | 37.14% (26) 78.9% (101)
C 61.42% (43) = 60% (42) 21.1% (27)
Indefinido 2.85% (2)
7.5 Gen TLR4

En las tablas 11, 12, y 13 se muestran los resultados obtenidos por el
polimorfismo rs4986791, el cual se encuentra asociado al gen TLR4, en una
secuencia genomica este es un cSNP no sinénimo, debido a que dicha
variacion se encuentra localizada dentro de una secuencia exoénica, y el

cambio nucleotidico modifica al aminoacido (Tabla 11).
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Tabla 11. Para el polimorfismo rs4986791 podemos observar que existen tres isoformas
distintas, las cuales se deben a una modificacién traduccional de amino&cido (Thr / lle),
esto debido al cambio de una de las bases (C/T), sin embargo estas modificaciones

codifican para el mismo gen TLR4. (Tomada de NCBI)

a Toll

Tipo de molécula Cambio Aminoéacido Término SO
(codon)
TLR4 NM_138554.5:¢.1196C>T T[ACC] > Variante de
transcripcion [ATC] secuencia de
variante 1 codificacion
TLR4 NM_003266.4:¢.1076C>T T[ACC] > Variante de
transcripcion [ATC] secuencia de
variante 3 codificiacion
TLR4 NM_138557.3:¢c.596C>T T[ACC] > Variante de
transcripcioén [ATC] secuencia de
variante 4 codificacion
Precursor de NP_612564.1:p.Thr399lle T (Thr) > 1 (lle) Variante sin
isoforma A del sentido
receptor 4 tipo Toll
Isoforma C del NP_003257.1:p.Thr359lle T (Thr) > 1 (lle) Variante sin
receptor 4 similar sentido
aToll
Isoforma D del NP_612567.1:p.Thr199lle T (Thr) > 1 (lle) Variante sin
receptor 4 similar sentido

Enlatabla 12, y 13 podemos encontrar los datos asociados en cuanto a localizacion

y frecuencias genotipicas, alélicas del polimorfismo.
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Tabla 12. En esta tabla podemos observar que el gen TLR4 se encuentra presente en
una secuencia exonica, en el cromosoma 9:120475602, dicho gen cuenta con 3
isoformas, las cuales se denominan cSNP.

SNP Gen Localizacion NUmero de isoformas NUmero de exones
rs4986791 | TLR4 9g33.1 3 4
Exonica

Tabla 13. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo s4986791 de TLR4
encontradas en las muestras del microarreglo y validadas por la técnica de tagman, asi
como su comparacion con la base de datos de 1000 genomes.

Genotipo Golden Tagman 1000 genomes project phase 3 browser
CIC 48.57% (17) | 48.57% (17) 93.8% (60)
TIT 5.71% (2) 5.71% (2) 0% (0)
T/IC 45.71% (16) | 42.85% (15) 8.7% (9)
Indeterminado 2.85% (1)
Alelos Golden Tagman 1000 genomes project phase 3 browser
C 71.42% (50) | 70% (49) 96.9% (124)
T 28.57% (20) | 27.14% (19) 3.1% (4)
Indefinido 2.85% (2)

De acuerdo a los resultados mostrados es importante sefialar que la base de
datos de los 1000 genomes, nos arroja que dicho SNP, muestra un cambio
de C/T, siendo el alelo C el ancestral (Vic), ya que se observa una mayor

frecuencia para este alelo.

Debido a que este gen cuenta con tres isoformas distintas, es importante
sefialar que no solo se encuentra asociado a TEA y enfermedades
neurodegenerativas, sino a algunas otras enfermedades inflamatorias y
autoinmunes, como la hepatitis C, diabetes tipo Il, por mencionar algunas.
(NCBI)

Finalmente, los datos nos muestran una correlacion en lo encontrado por el

microarreglo y la validacion por medio de Tagman. Es importante sefialar que



38

existe una diferencia significativa en lo encontrado y lo reportado en la base
de los 1000 genomes, ya que esta Ultima es la poblacion control, lo cual nos
indicaria que este gen se encuentra asociado a alteraciones del sistema

iInmune en pacientes con TEA.

DISCUSION

Los Trastornos del espectro autista (TEA) son catalogados como
enfermedades complejas, en la cual participan factores ambientales,
geneéticos, epigenéticos, sin embargo, a la actualidad no se encuentran bien
esclarecidos. Dado lo anterior, es importante conocer los genes que se

encuentran involucrados en el desarrollo de esta enfermedad.

Para este trabajo se analizaron tres SNPs encontrados en los genes TLR4,
SLC11A1, IL7R, los cuales se han reportado asociados a enfermedades
autoinmunes e inflamatorias. La importancia de este estudio, radica en que
una parte de la etiologia del TEA esta dada por alteraciones inmunoldgicas,
por lo que es de suma importancia caracterizar a nivel genomico las
variaciones de estos genes en poblacion mexicana, dado que no hay

estudios al respecto.

El SNP rs4986791 (C/T) es un polimorfismo funcional del gen TLR4 [49], el
cual tiene 3 isoformas (Tabla 13), en las que existe un cambio de una treonina
(Thr), por una isoleucina (lle). Este polimorfismo, modula la respuesta de
defensa innata del huésped contra las infecciones y su frecuencia en diversas
poblaciones se debe a presiones de seleccién, las cuales dependen de la
interaccidn con los patdégenos locales [49,50]. Estudios demuestran que este
SNP se encuentra asociado a diversas enfermedades, como es el caso de la
enfermedad inflamatoria intestinal, tuberculosis, hepatitis C, diabetes tipo II.
En el caso de las enfermedades infecciosas de intestino, se ha observado un
desequilibrio de células T, como células reguladoras T, Thl, Th2 y Thl7, asi
como de citocinas. [49,51]. Por otra parte, estudios recientes han demostrado
que los receptores TLR estan asociados a un desarrollo adecuado de la
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placenta, pero este polimorfismo muestra una susceptibilidad a padecer

preeclampsia [52].

La alteracion o disfuncion de las células del sistema inmune, da como
resultado la liberacion de moléculas proinflamatorias como citocinas,
quimiocinas y especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales se consideran
claves en la patologia de los TEA [44].

El gen TLR4 se localiza en el cromosoma 9 (Tabla 14) y juega un papel muy
importante asociado a vias inflamatorias [49]. Pertenece a los receptores
tipos Toll, los cuales estdn asociados a la expresion de agentes
presentadores de antigenos, los cuales participan en el reconocimiento
molecular de patégenos que no se encuentran en las células del hospedero
[43]. Es el principal receptor de lipopolisacaridos (LPS) expresado en
macrofagos, células dendriticas, células epiteliales y el epitelio intestinal [49].
La sefalizacion TLR4 es importante en relacion con la patogénesis de TEA,
a traves de la produccion de citocinas, quimiocinas, etc [44]. Por ejemplo, un
estudio reciente demuestra que existe una mayor produccion de citocinas
proinflamatorias a partir de células mononucleares de sangre periférica, de

nifios autistas, tras la estimulacion con el ligando LPS de TLR4 [44,53].

También se ha mostrado que la sefializacion de TLR4, activa los NFkB,
conduciendo a la transcripcion de citocinas proiinflamatorias y ROS, como un
componente de la respuesta inflamatoria, y estos NFkB se han encontrado
en altas concentraciones en la sangre periférica y sistema nervioso central
de pacientes con TEA. Por otra parte, este tipo de hallazgos podria tener
una implicacion terapéutica importante, ya que podria desarrollar
antagonistas de TLR4, para bloquear la sefalizacion de este en el autismo
[44,54].

El SNP rs10213865 (A/C) es un polimorfismo del gen IL7R, el cual se
encuentra localizado en el cromosoma 5 (Tabla 10), y se ha asociado a

esclerosis multiple, asma y diabetes tipo I. IL7R juega un papel importante
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como inmunomodulador en las células dendriticas, principalmente con la
linfopoyetina del estroma timico (TSLP), la cual es un homodlogo a IL7
(interleucina 7) y es producida en las células de origen epitelial en el timo,

pulmén, intestino y piel [55].

La IL7 es una citocina que es crucial para el desarrollo y mantenimiento del
sistema inmune. La interaccién de IL7 con el receptor IL7R estimula la
diferenciacion de células madre hematopoyéticas en células progenitoras
linfoides, proliferacion de células de linaje linfoide (células B, T, NK), y la
homeostasis de células linfoides. La expresiéon de IL7R aumenta o disminuye
estrictamente durante el desarrollo de las células B y T. En tejidos no
hematopoyéticos la expresién del gen se ha identificado en un conjunto

menor, el cual incluye células gliales y trofoblastos placentarios [57].

Existe una asociacion del SNP (rs10213865 C/T) del gen IL7R en su regién
intronica con la sarcoidosis y la enfermedad de Loéfgren [55]. Por otro lado,
es importante sefialar que este gen (IL7R) funciona como un receptor
pleiotrépico para la via de sefializacion de IL7 en enfermedades
autoinmunes. IL7R interactia con la cadena gamma (CD132) y alfa (CD127),
formando el complejo de sefializacién. La interaccidn entre IL7 e IL7R es vital
para la supervivencia, proliferacion y diferenciaciéon de las células T,
fundamentalmente las células T CD4+, las cuales se encuentran presentes
en lesiones inflamatorias de pacientes con esclerosis multiple [56]. En el caso
de la leucemia linfoblastica, se han observado mutaciones exoénicas del gen
IL7R.

Es importante destacar que actualmente este gen no ha sido estudiado para
TEA, este es el primer proyecto en realizarlo en poblacion pediatrica
mexicana. Sin embargo, existe una relacion de este polimorfismo a
desérdenes autoinmunes, como los que se mencionaron anteriormente.
Mientras que en los resultados obtenidos (Tablas 11y 12), podemos observar
gue tanto en el microarreglo, como en la validacion coinciden, lo cual nos

indicaria que la asociacion de este gen con diferentes enfermedades
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autoinmunes mostrados en otras poblaciones, sugiere la existencia de un
componente de alteraciones fisiologicas comunes y un fondo genético
compartido, aunado al hecho de que los mecanismos patologicos son

similares en todas ellas.

El SNP 3731865 (G/C) asociado al gen SLC11A1, se encuentra localizado
en el cromosoma 2, no cuenta con isoformas para este gen (Tabla 7).
SLC11A1l es el gen 1, miembro de la familia de portadores de solutos 11, al
cual también se le conoce como proteina natural de macrofagos asociada a

la resistencia (Nramp1) [58].

SLC11A1 se expresa en monocitos, los cuales son los precursores de
macréfagos y células dendriticas, principales células presentadoras de
antigeno en el sistema inmune. Este gen tiene efectos pleiotrépicos sobre la
funcién de los macréfagos, los cuales son importantes en la resistencia a los
patdgenos intracelulares; los cuales incluyen liberacién de 6xido nitrico, flujo
de L-arginina, actividad tumoral y antimicrobiana, regulacion de quimiocina,

factor de necrosis tumoral, interleucina-1b, entre otros [25].

Blackwell y colaboradores encontraron un microsatélite polimérfico
potencialmente funcional en la regiéon promotora del gen SLC11A1 humano
[34,35,25]. Se encontrd que en el alelo 3, la actividad de la region promotora
es mas fuerte, provocando una mayor expresion del gen SLC11A1, en
relacion con el alelo 2, lo cual provoca una hiperactivacion crénica de
macrofagos, lo que predispone a enfermedades autoinmunes (como artritis
reumatoide, sarcoidosis, enfermedad de Kawasaki, esclerosis multiple,
enfermedad inflamatoria intestinal) pero protege contra enfermedades
infecciosas [25]. De hecho, se han informado asociaciones en otros
polimorfismos como rs17235409, rs17235416, y rs3731865 en

enfermedades infecciosas [25].

Con base en los resultados obtenidos (Tabla 8 y 9), podemos observar que

existe una correlacion del SNP (rs3731865 G/C) con la validacion por medio
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de Tagman, y con lo obtenido en la literatura, podemos decir que existen
estudios que sefialan que la sobreexpresion de SLC11A1 induce a la
formacion de enfermedades autoinmunes, por lo tanto, lo vuelven un gen
candidato para trastornos inmunes y autoinmunes como la diabetes tipo I. Se
ha demostrado también que este gen participa en la supresion de IL-10, y el
gen que codifica para esta interleucina se ha asociado recientemente a la
susceptibilidad de padecer diabetes tipo I, asi como con el riesgo de colitis
ulcerosa, y de lupus eritematoso sistémico [25,59]. Finalmente, este gen
podria ser un gen altamente candidato para explicar el TEA, sin embargo,
esta tesis es uno de los primeros estudios que propone a este gen como

candidato para la enfermedad.

9. CONCLUSIONES

+ La validacion de los polimorfismos por la metodologia de Tagman,
coincide con lo detectado por el microarreglo, lo cual nos indica que,
ambas metodologias de genotipificacién son concordantes.

+ Esta tesis es el primer trabajo enfocado en estudiar genes
candidatos del sistema inmune asociados a TEA, en poblacion
pediatrica mexicana.

+ El TEA es una enfermedad multifactorial, por lo cual es importante
seguir con la busqueda y estudio de méas genes candidatos.

+ Es importante para futuras investigaciones, utilizar una N mayor para
conocer si las frecuencias genotipicas y alélicas de los genes TLR4,
SLC11A1 e IL7R son diferentes a las reportadas en otras
poblaciones abiertas, ademas de la mexicana.

+ El andlisis y validacién de los SNPs (rs3731865, rs10213865,
rs4986791), sugiere que estos genes se encuentran fuertemente
asociados a infecciones y enfermedades del sistema inmune.

+ Los genotipos de las muestras en los SNPs de los genes SLC11A1,
TLR4 e IL7R coinciden con el microarreglo y la validacion por
Tagman.
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+ La concordancia de datos del microarreglo con la validacion de
Tagman, respecto a las diferencias de los 1000 genomas (datos
control), nos indica que los polimorfismos de los genes se

encuentran asociados a TEA.

10. PERSPECTIVAS
+ Replicar el estudio de asociacion en pacientes con TEA en poblacién

mexicana, con una N mayor.

+ Realizar un andlisis de expresién génica, en los inmunogenes donde
se encontraron SNPs asociados y analizar si estos tienen un efecto

directo sobre los RNA mensajeros.

+ Analizar el efecto de estos genes, sobre vias de sefializacion en

individuos con TEA mediante biologia de sistemas.

+ Proponer una bateria de potenciales biomarcadores que ayuden a un

mejor diagndstico y/o prondstico del paciente.
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