UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION “SALVADOR ZUBIRAN”

DEFICIENCIA EN LA CONCENTRACION SANGUINEA DE
25-HIDROXIVITAMINA D Y SU SIGNIFICADO CLINICO EN
PACIENTES CON MIASTENIA GRAVIS

TESIS DE POSGRADO PARA OBTENER
EL TITULO DE:
ESPECIALIDAD EN NEUROLOGIA

PRESENTA:
DRA. CAROL MIROSLAVA AGUILAR ALVARADO

DIRECTOR DE TESIS:
DR. ERWIN CHIQUETE ANAYA

MEXICO D.F. AGOSTO 2015




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEFICIENCIA EN LA CONCENTRACION SANGUINEA DE 25-HIDROXIVITAMINA D Y SU

SIGNIFICADO CLINICO EN PACIENTES CON MIASTENIA GRAVIS

Dr. Erwin Chiquete Anaya

Director de Tesis

Dr. Felipe Vega Boada

Profesor Titular del Curso de Neurologia

Dr. Sergio Ponce de Ledn

Jefe del Departamento de Ensefianza



AGRADECIMIENTOS

A DIOS:

Roca mia y la fuerza de mi salvacién; mi alto refugio, en ti he confiado.

A MI FAMILIA:

Por su incondicional apoyo, comprensidn y sabios consejos.

A MI TUTOR:
Dr. Erwin Chiquete

Por su magnifica y acertada colaboracion.

A MIS AMIGOS:

Por su total apoyo y magnificos momentos compartidos.



iNDICE

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

JUSTIFICACION

MARCO TEORICO

OBIJETIVOS

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

HIPOTESIS

METODOLOGIA

ANALISIS Y METODOS ESTADISTICOS

CONSIDERACIONES ETICAS

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA



I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La miastenia gravis es una enfermedad autoinmune de la placa neuromuscular. La
vitamina D tiene funciones inmunorreguladoras, que se estdn caracterizando actualmente.
Se ha descrito deficiencia de 25-hidroxivitamina D (la forma que mas fidedignamente
indica los depdsitos de vitamina D) en diferentes enfermedades autoinmunes, por lo que
se discute sobre si se debe suplementar o no a los pacientes con este tipo de
enfermedades. Por ende su suplementacién podria prevenir la autoinmunidad y mejorar
la evolucidn clinica de los pacientes. Hasta donde sabemos, no existe ningln estudio en
México que evalue el status de los niveles de vitamina D en pacientes con miastenia
gravis. Esto podria representar una importante limitacidon, si consideramos que la
restitucion de dichos niveles pudiera asociarse a mejor estado clinico de su enfermedad.
Mediante la caracterizacidn de los niveles de 25-hidroxivitamina D en pacientes mexicanos
con miastenia gravis, podrian proponerse nuevos estudios encaminados a determinar el
valor prondstico de dicha evaluacidon nutricional, y, eventualmente, el papel de la
restitucion de esta vitamina en el tratamiento de estos pacientes. Este estudio
caracteriza el status de la concentracion sanguinea de 25-hidroxivitamina D en pacientes
con miastenia gravis de nuestro instituto, mediante la medicidn de este micronutriente en
nuestro laboratorio central y con las evaluaciones clinicas que realizamos en el
Departamento de Neurologia y Psiquiatria.

Il. JUSTIFICACION

La miastenia gravis es una enfermedad neuromuscular autoinmune dependiente de
células T y causada por anticuerpos dirigidos contra las proteinas o receptores de la unién
neuromuscular. Asi, se considera que las células T juegan un papel importante en el inicio
y curso de la enfermedad. La vitamina D es en realidad una prohormona que ejerce una
accién endocrina, entre otras, en las células del sistema inmune, generando un efecto
inmunorregulador que se considera reside en el incremento de la cantidad de células T
reguladoras y manteniendo la funcidn muscular a través de su efecto sobre el receptor de
vitamina D en el musculo. Por lo tanto, se propone que existe una asociacion entre la
deficiencia de vitamina D con la actividad autoinmune en enfermedades tales como lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide y esclerosis multiple.

Segun lo que conocemos de la literatura médica indizada, existen solo dos estudios a nivel
mundial y ninguno en la Republica Mexicana sobre la determinacién de los niveles de
vitamina D en enfermedades neuromusculares autoinmunes como la miastenia gravis. El
mas significativo de estos estudios, realizado en Suecia y publicado en diciembre 2012 por
Askmark et al.,, describe que los niveles de 25-hidroxivitamina D en plasma fueron
significativamente mas bajos en pacientes con miastenia gravis, comparados con controles
sanos. Con la posterior suplementacidon con colecalciferol observaron incremento en los
niveles séricos de 25-hidroxivitamina D y mejoria clinica. Sin embargo, esta importante
observacion cientifica nunca ha sido confirmada.



Il. MARCO TEORICO

En condiciones normales el musculo para poder contraerse y producir fuerza necesita la
transmisién eficiente de un impulso eléctrico de un axdn motor hacia las fibras musculares
qgue inerva. La unidon neuromuscular es una sinapsis con una organizacion estructural y
funcional compleja, siendo ademas el sitio donde se lleva a cabo la transformacién del
impulso nervioso a un potencial de accion de la fibra muscular. Esta sinapsis es
particularmente vulnerable a los trastornos autoinmunes causados por factores inmunes
circulantes. Entre estos raros desordenes la miastenia gravis (MG) es la mas frecuente.
Considerandose una enfermedad autoinmune dependiente de células T y causada por
autoanticuerpos dirigidos contra las proteinas o receptores de la unidn neuromuscular,
marcando asi el inicio y curso de dicha enfermedad.

EPIDEMIOLOGIA

Su incidencia anual es de 3 a 4 casos por millén y la prevalencia de 60 casos por milldn,
aunque en algunos estudios estas cifras pueden ser mayores (Robertson et al., 1998). En
México se desconoce la incidencia o prevalencia real, aunque se estima sea similar a lo
reportado en otras latitudes (Echeverria G, 2006, Cacho Diaz B 2006). La prevalencia ha
aumentado con el tiempo con estimaciones recientes que se acercan a 20 casos por
100,000 en la poblacién estadounidense y la incidencia ha sido reportada tan alta como 21
casos por millén en Barcelona (Meriggioli y Sanders, 2009). Asi también, en estudios
epidemioldgicos realizados en Canada, Italia y Japdn se ha observado un incremento en la
frecuencia de la miastenia gravis en adultos mayores en las recientes décadas. En British
Columbia el nimero anual de casos nuevos diagnosticados con miastenia gravis aumento
de 21.4 por millén durante 1984-1988 a 52.9 durante 2004-2008 en adultos mayores con
una edad de por lo menos 65 afios (Pakzad 2011; Pallaver 2011; Matsuda et al., 2005).
Este fendmeno internacional se considera puede ser el resultado de un incremento en el
conocimiento de la enfermedad entre el gremio médico considerando mas
frecuentemente esta posibilidad diagndstica, reduccién en las tasas de mortalidad vy
aumento en la longevidad de la poblacién.

En general, las mujeres son afectadas cerca de tres veces mas que los hombres antes de
los 40 afios de edad, pero la incidencia es mayor en hombres luego de los 50 afios y muy
similar durante la pubertad. La MG de inicio en la infancia es poco comun en Europa y
Norte América, constituyendo el 10-15 % de los casos, pero mucho mas frecuente en el
continente asidtico en paises como China, donde mas del 50 % de los pacientes inician
antes de los 15 afios de edad con manifestaciones de la enfermedad (Wong y Hawkings
1992).



PATOGENIA

La miastenia gravis es la enfermedad neuromuscular mas comun inmunomediada por
anticuerpos y bien caracterizada por autoanticuerpos contra el receptor nicotinico de
acetilcolina (AChR) del musculo esquelético, entre otros que son un poco mMenos
frecuentes como los anticuerpos contra la tirosin cinasa musculo especifica (MuSK) y la
lipoproteina de baja densidad receptor relacionada a proteina 4 (LRP4).

Inmunolégicamente, en pacientes con MG las células timicas sobreexpresan diferentes
guimiocinas, las cuales son las responsables de la migracién de células B al tejido timico
para producir grandes cantidades de células autorreactivas. Entonces aunque los
autoanticuerpos son producidos por las células B, las células Th CD4+ también se
necesitan para su produccién y el desarrollo de la enfermedad. Las células Th1l producen
IFN-gamma, TNF-alfa e IL-2 todos ellos asociados con la autoinmunidad. Las células Th2
secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 y son las encargadas de promover la proliferacién y
diferenciacién de las células B. Las células T reguladoras (Treg) que han madurado en
presencia de células mioides y epiteliales medulares, son exportadas junto a las células T
del timo hacia la periferia. Estas se consideran un componente importante, ya que
proveen un mecanismo que mantiene la autotolerancia y previene la respuesta
autoinmune, pues regula la respuesta inmune de las células Th y B, a través de la
supresion de la activacidn, proliferacién y produccién de citocinas de las células
autorreactivas. Varios estudios han demostrado que estas células Treg tienen un defecto
severo en su funcidn supresora, sugiriendo un rol para esta anormalidad en la patogénesis
de la MG. Este defecto en la actividad funcional de las células Treg podria explicarse por
su generacién y desarrollo andmalo a nivel timico, secundario a la alteracién de varios
factores y entre ellos el mds importante la molécula FOXP3 intracelular, que segun
estudios realizados por Balandina et al. se encuentra en cantidades reducidas en pacientes
con miastenia gravis. Una vez que las células T y B son activadas, uno esperaria que su
estado de activacion fuera regulado por las Treg, pero como estas ultimas son
disfuncionales no pueden suprimir la respuesta patoldgica, lo que propicia un alto nivel de
células autorreactivas que pueden extender la inflamaciéon y autoinmunidad, causando
pérdida del AChR, dafio a la unién neuromuscular y fallo de la transmisién neuromuscular
(Alahgholi-Hajibehzad M, 2015; Conti-Fine B, 1997)

Los epitopes reconocidos por las células Th CD4+ anti-AChR de pacientes con MG, la
estructura de sus receptores de células T y los efectos funcionales de las citocinas que
ellas secretan, son importantes para comprender la patogénesis de la enfermedad. Las
primeras dos caracteristicas pueden explicar los mecanismos que desencadenan y
mantienen la respuesta anti-AChR. La tercera ayuda a comprender los mecanismos que
causan la progresion intermitente de la MG y las diferentes presentaciones clinicas entre
los pacientes. Estudios longitudinales han verificado que tanto el numero de células Th
CD4+ y el nimero de epitopes que ellas reconocen aumentan conforme la enfermedad va
progresando (Wang et al., 1998)



Por otra parte, se debe tomar en cuenta que se han identificado otras tipos de células
immunosupresoras aparte de las Treg CD4+, como las células T CD8+ que también pueden
tener funciones inmunomoduladoras (Mokhtarian F et al., 1990) . Los pacientes con MG
tienen cantidades variables en sangre de células T CD8+ en comparacidon con sujetos
normales. Quienes presentan debilidad moderada o se encuentran en remision clinica
presentan numerosas células T CD8+ activadas en sangre, mientras que los pacientes
severamente afectados tienen muy pocas células T CD8+ activadas; un incremento en
estas células T CD8+ puede predecir una mejoria de las manifestaciones clinicas (Protti et
al.,, 1990). Las células T CD8+ inhiben la respuesta anti-AChR de las células Th CD4+ in
vitro y la remocién de las células T CD8+ de las células mononucleares de pacientes con
MG causa un incremento en las células B productoras de anticuerpos y de los anticuerpos
anti-AChR (Lisak et al., 1986). Por lo que un balance precario entre las células Th CD4+
autoinmunes activadas y las células T CD8+ capaces de modular la reactividad
autoinmune de las células Th CD4+, podria explicar el caracter reincidente de la miastenia
gravis y muchas otras enfermedades autoinmunes.

CARACTERISTICAS CLINICAS Y CURSO

Los signos y sintomas de un trastorno post sindptico en la unién neuromuscular como en
el caso de la miastenia gravis, resultan de la fluctuacidon en la fuerza de los musculos
voluntarios. El grado de fatigabilidad va a depender en parte del esfuerzo que se realice
con un determinado grupo muscular, siendo la fatigabilidad exagerada el marco de los
sintomas que reflejan una transmision neuromuscular anormal, tipicamente menos
pronunciados por la mafiana o luego del reposo y mas pronunciados conforme avanza el
dia o posterior al uso prolongado de los musculos afectados. Visién borrosa, diplopia o
ptosis palpebral son los sintomas iniciales en cerca del 60% de los pacientes con MG y la
mayoria del resto de pacientes presentan estos sintomas en algiin momento dentro de los
dos aios luego del inicio de la enfermedad (Sanders y Massey, 2008). Los sintomas de
debilidad muscular orofaringea o bulbares como dificultad para masticar, deglutir o hablar
estdn presentes en aproximadamente el 20% de los pacientes. Por ultimo, el 20%
restante se puede presentar con debilidad de un grupo muscular como cuello o
extensores de los dedos, flexores de la cadera o dorsiflexores del tobillo (Grob et al., 1981;
Kuks y Oosterhuis, 2004). En un estudio realizado en la Clinica de miastenia gravis de la
Universidad de Duke en Durham Carolina del Norte, Estados Unidos, donde se evaluaron
919 pacientes, el 70% presentaron como manifestacién inicial de miastenia gravis
sintomas oculares, el 22% sintomas bulbares y el 5.4% debilidad muscular axial o de
extremidades.

El curso de la miastenia gravis es variable pero usualmente progresa en severidad y
distribucién de la debilidad durante los primeros uno a dos afios. Es frecuente que existan
episodios de mejoria espontanea, incluso por periodos prolongados, pero estas
“remisiones” son raramente permanentes (Sanders y Massey 2008). La debilidad
permanece restringida a los musculos oculares en 10 al 16% de los casos. La mayoria de



los pacientes desarrollan debilidad orofaringea o de los musculos de las extremidades en
los primeros tres afios, la cual alcanza su mdxima severidad durante el primer afio en dos
tercios de los pacientes (Grob D, 1981; Kuks y Oosterhuis, 2004).

Existen muchos factores que pueden empeorar los sintomas de la MG, tales como
enfermedades sistémicas (especialmente enfermedades respiratorias virales con fiebre),
hipo o hipertiroidismo, embarazo, ciclo menstrual, fiebre, trastornos emocionales y
medicamentos. Ademads, recientemente se ha considerado que los niveles séricos
insuficientes o deficientes de 25-hidroxivitamina D pueden tener un efecto negativo
directo en la respuesta autoinmune de esta enfermedad, traduciéndose en exacerbacion
de los sintomas (Askmark H et al., 2012).

DIAGNOSTICO

Para el diagndstico de la miastenia gravis se requiere de una buena compresién de su
fisiopatologia, para la adecuada interpretacion de los procedimientos diagndsticos que se
realizardn al paciente en quien se sospecha de este trastorno de la unién neuromuscular.

La consideracién mas importante en el rendimiento de la prueba de edrofonio es la
eleccidn de su interpretacién clinica, por lo que sélo una inequivoca mejoria en la fuerza
del musculo afectado es aceptable como un resultado positivo. Por esta razén, la
resolucién de la ptosis palpebral, la mejoria en la fuerza de un musculo extraocular
parético o la clara mejoria de la disartria se han propuesto como las Unicas verdaderas
respuestas. Se ha reportado que esta prueba es positiva en 60 a 95% de pacientes con
MG ocular y en 72-95% con MG generalizada (Pascuzzi 2003). Para su realizacidn se
inyecta una dosis inicial de 2 mg y se monitorea la respuesta por 60 segundos, se pueden
inyectar dosis subsecuentes de 3 y 5 mg, pero si se observa mejoria clara en los 60
segundos después de cualquiera de las dosis la prueba es positiva.

La medicion de anticuerpos que reaccionan con las proteinas del AChR si se encuentran
elevados en un paciente con datos clinicos compatibles, confirma el diagndstico de MG,
pero si son normales no excluyen dicha enfermedad. El andlisis de los anticuerpos anti-
AChR puede ser normal al inicio de los sintomas y virar a anormal mas tarde durante la
evolucidon de la enfermedad, por lo que repetirlos es apropiado cuando los valores
obtenidos dentro de los 6 a 12 meses de inicio de sintomas fueron normales. Ademas, se
pueden realizar determinaciones de anticuerpos contra la tirosin cinasa musculo
especifica (MuSK) que se encuentran presentes hasta en 50% de los pacientes con MG
generalizada que son seronegativos a los anti-AChR y en algunos pacientes con MG ocular.

Dentro de los estudios electrodiagndsticos la estimulacidon nerviosa repetitiva es el mas
frecuentemente realizado. A tasas bajas de estimulacion de 2 a 5 Hz la estimulacién
nerviosa repetitiva depleta la reserva de ACh en las placas motoras alteradas, causando
una falla en la transmisién neuromuscular. En la MG hay una respuesta de decremento



de al menos 10% a trenes de estimulacién de 2 a 3 Hz, esto puede presentarse al inicio o
después de un periodo de ejercicio, lo que se conoce como agotamiento postactivacién
(Kaminski 2003). La sensibilidad de este estudio para el diagndstico de MG se ha
reportado en rangos de 53 a 100% en la MG generalizada y de 10 a 48% en la ocular. La
EMG de fibra Unica es el estudio mas sensible de la transmisidon neuromuscular y muestra
un jitter incrementado en algunas musculos en casi todos los pacientes con MG (Stélberg
et al, 2010).

La prueba de hielo consiste en que al colocar un paquete de hielo sobre el ojo con ptosis
palpebral durante 2 minutos, con lo que mejora la elevacion del pdrpado. Esta prueba
tiene una alta sensibilidad y especificidad en miastenia gravis, lo que sugiere que puede
ser de utilidad en pacientes con ptosis palpebral, particularmente si la prueba de
edrofonio es negativa o esta contraindicado (Larner, 2004).

TRATAMIENTO

Se debe individualizar el plan de tratamiento con cada paciente, el cual mds adelante se
debera ir ajustando en base a la respuesta terapéutica. Existen diferentes opciones, que
tomaran distintos tiempos antes de mejorar la debilidad muscular, entre ellos los
inhibidores de acetilcolinesterasa como la piridostigmina que se utiliza para mejorar la
neurotransmision neuromuscular; inmunoglobulina y plasmaféresis para el tratamiento de
las exacerbaciones agudas; inmunosupresores y timectomia (Sieb, 2013). Sin embargo, en
los ultimos afios se han propuesto nuevos enfoques que estan siendo investigados como
terapias para la MG y que se basan en inducir la generacidn de células Treg, entre estos el
uso de vitamina D.

En el afno 2012 un grupo de neurdlogos del Hospital Universitario Uppsala y del Instituto
de Neurociencias de Uppsala, Suecia publicaron un estudio en el que incluyeron 33
pacientes con miastenia gravis en quienes observaron que los niveles séricos de 25-
hidroxivitamina D eran de forma significativa mas bajos que en controles sanos, teniendo
esto implicaciones en la respuesta autoinmune y la debilidad muscular, ya que posterior a
que se les suplementara con colecalciferol 800 Ul/dia por un periodo promedio de 6
meses hubo incremento en los niveles de vitamina D y al realizar una evaluacién objetiva
con la escala MGC para medir la severidad de la fatigabilidad, encontraron una mejoria
clinica del 38% (P=0.05) (Askmark H et al., 2012). Esto se explica por el efecto dual que
podria tener la vitamina D, primero regulando la respuesta autoinmune pues se ha visto
que la 1,25 dihidroxivitamina D3 incrementa la frecuencia de células Treg CD4+ FOXP3+y
la administracion de vitamina D puede detener el deterioro de las células Treg en
pacientes con MG in vitro (Alahgholi-Hajibehzad M, 2015) y segundo manteniendo la
funcién muscular a través de su efecto sobre el receptor de vitamina D en el musculo. La
forma metabdlicamente activa de la vitamina D que es la 1,25-dihidroxivitamina D, se cree
ejerce su efecto inmunorregulador incrementando la cantidad de células T reguladoras.
Estudios experimentales han revelado que la 1,25-dihidroxivitamina D es capaz de sesgar



las células T a un estado con mayor efecto antiinflamatorio y regulador (Prietl B et al.,
2010). Por lo que al tratarse la miastenia gravis de una enfermedad dependiente de
células T CD4+, se especula la 1,25-dihidroxivitamina D entonces podria jugar un papel
importante en la funcidon de las células T reguladoras (Askmark H et al., 2012). Asi
también, ha surgido evidencia reciente sobre el efecto de esta forma activa de la vitamina
D en el mantenimiento de la funcidn muscular, el cual se refleja en la proliferacidn,
progresion y diferenciacion de las células mioblasticas a miotubulos. En 2011 fue
publicado un estudio realizado en Los Angeles, California, Estados Unidos por la Charles R.
Drew University of Medicine and Science y la Escuela de Medicina de Los Angeles, en el
que al agregar 1,25 dihidroxivitamina D a mioblastos C2-C12 observaron un incremento en
la expresion y translocacion nuclear del receptor de vitamina D, disminucion de la
proliferacion celular y promociéon de la diferenciacién miogénica a través de Ia
disminucion de la expresion de miostatina, que es el Unico regulador negativo conocido de
la masa muscular. Demostrando asi el efecto directo de la 1,25 dihidroxivitamina D en la
diferenciaciéon de las células miogénicas y apoyando la intervencion de la vitamina D en los
desérdenes musculares (Garcia L et al., 2011).

IV. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el status y significado clinico de la concentracion sanguinea de 25-
hidroxivitamina D en pacientes con miastenia gravis del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar la prevalencia de la deficiencia de 25-hidroxivitamina D en pacientes
con miastenia gravis del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran”.

= Establecer si los niveles de 25-hidroxivitamina D en pacientes con miastenia gravis
son inferiores a los limites de normalidad establecidos en nuestro laboratorio.

= Determinar silos niveles de 25-hidroxivitamina D en pacientes con miastenia gravis
son inferiores a los encontrados en pacientes con otras patologias no
autoinmunes.

= Evaluar si existe alguna asociacién entre el status de los niveles de 25-
hidroxivitamina D y la expresién clinica de la miastenia gravis (i.e., subtipo,
severidad e inmunoestatus).



V. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

= ¢Son los niveles de 25-hidroxivitamina D inferiores en pacientes con miastenia
gravis en comparacién con las personas sin esta enfermedad?

= (Cudl es el significado clinico del serostatus de 25-hidroxivitamina D en pacientes
con miastenia gravis?

VI. HIPOTESIS

» Los pacientes con miastenia gravis presentan niveles séricos mas bajos de la 25-
hidroxivitamina D, en comparacién con personas sin esta enfermedad.

» Los niveles séricos de esta vitamina seran inferiores en los pacientes con una peor
condicién clinica y mayores titulos de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina.

Vil. METODOLOGIA
DISENO DEL ESTUDIO

Se realizdé un estudio observacional y retrospectivo, de tipo casos y controles, en los
pacientes con diagndstico de miastenia gravis y que contaban con determinacién sérica de
25-hidroxivitamina D (casos) y pacientes sin enfermedades autoinmunes identificadas que
contaban con determinacion sérica de 25-hidroxivitamina D (controles). Se revisaron para
ello los expedientes clinicos y se consultod el sistema integral de laboratorio. Los controles
fueron pacientes sin enfermedades autoinmunes que parearan por edad y género a los
casos identificados.

TAMANO DE MUESTRA

Para el cdlculo del tamafio de muestra se usaron los datos del Unico estudio similar
comparativo sobre pacientes con miastenia gravis y controles (Askmark H, et al. Eur J
Neurol. 2012), en los que se detectd un nivel sérico promedio de vitamina D en pacientes
con miastenia gravis 51 + 19 nmol/L, y en controles sanos de 69 + 21 nmol/L. Se empled
para el célculo del tamafio de muestra una férmula para diferencias de medias entre dos
grupos, para detectar una diferencia de al menos 8 nmol/L entre casos y controles (51 vs
69 nmol/L), con un error tipo | del 5%, y un error tipo Il del 20%. Asi, un tamafio minimo



(pero no restringido a) 20 pacientes por grupo, satisface el requisito del poder estadistico
para detectar esta diferencia.

CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios de inclusidon para los casos fueron pacientes rastreados en el archivo de
expedientes clinicos con diagndstico de miastenia gravis, que contaban con determinacion
sérica de 25-hidroxivitamina D en el sistema integral de laboratorio. Los controles fueron
pacientes con patologias no autoinmunes, que contaban también con determinacién
sérica de 25 hidroxivitamina D en el periodo comprendido entre el afio 2000 y 2014.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyd a todos los pacientes con diagndstico de miastenia gravis que no contaban con
determinacion sérica de 25-hidroxivitamina D. Asi también se excluyeron los pacientes con
alguna enfermedad autoinmune distinta a miastenia gravis.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Se excluyé a todos los pacientes con diagndstico de miastenia gravis que se encontraban
siendo sustituidos con vitamina D como preparacion farmacoldgica, y que no contaban
con informacién clinica completa, particularmente sobre tipo clinico de la miastenia
gravis, severidad representada mediante la escala QMGS, farmacos inmunosupresores,
numero de crisis, entre otros. Los criterios de eliminacion para los controles fueron el de
la sustitucién farmacoldgica con vitamina D, el de no contar con informacién clinica
completa sobre comorbilidades, asi como la presencia de condiciones que originaran una
menor absorcién intestinal de la vitamina D.

VARIABLES DEPENDIENTES

= (Clasificacion de Osserman

* Afio de diagndstico de miastenia gravis

= Determinacion sérica de 25-hidroxivitamina D

= Antecedente de crisis miasténicas

=  Tratamiento inmunosupresor utilizado

= QMGS cercano a determinacion sérica de 25-hidroxivitamina D

= Nivel de autoanticuerpos anti receptor de acetilcolina (Anti-AChR) y anti
tirosincinasa musculo especificos (Anti-Musk)

= Nivel de hemoglobina

= Nivel de hematocrito



= Nivel de volumen globular medio
= Nivel de vitamina B12

VARIABLES INDEPENDIENTES

= Edad

= Género

= Comorbilidades
* Timectomia

VALIDEZ INTERNA

Los resultados de este andlisis son un reflejo muy aproximado de las caracteristicas
propias de la poblacién mexicana, porque el INCMNSZ es un centro de referencia nacional
para enfermedades nutricionales, para miastenia gravis, asi como para otras
enfermedades autoinmunes.

VALIDEZ EXTERNA

Los resultados del estudio podran ser aplicados a otras poblaciones siempre y cuando
cuenten con el diagndstico acertado de miastenia gravis y con la determinacién sérica
confiable de 25-hidroxivitamina D.

VIIl. ANALISIS Y METODOS ESTADISTICOS

Se utilizé la prueba t de Student para la comparacién de medias entre dos grupos. Para la
comparacion de frecuencias (porcentaje de casos con deficiencia de vitamina D) se
empled la prueba chi-cuadrada. Se utiliz6 ademads la prueba de correlacién de Pearson
para evaluar la relacion directa entre el serostatus de vitamina D y de autoanticuerpos
contra el receptor de acetilcolina. Se empled un modelo de regresion logistica binaria para
determinar factores asociados a la deficiencia de vitamina D (niveles <20 nmol/L). La
prueba de Hosmer-Lemeshow se empled para evaluar la confiabilidad del modelo, con
una p>0.20. Una p<0.05 se considerd como significativa para los analisis de comparacion
entre grupos. Los cdlculos y la asignacion aleatoria de los grupos se realizé con el paquete
estadistico SPSS v.20.0.



IX. CONSIDERACIONES ETICAS

Para la realizacion de este estudio de investigacion se obtuvo la aprobacién parte de las
autoridades correspondientes del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn
“Salvador Zubirdn”. Por tratarse de un estudio observacional y retrospectivo no se
requirid de consentimiento informado por parte de los pacientes para la ejecucién del
mismo, garantizando la confidencialidad de todos los datos obtenidos a través de la
revision de los expedientes clinicos y la consulta del sistema integral de laboratorio;
utilizando la informacion exclusivamente con fines de analisis y estudio.

X. RESULTADOS

En este estudio se analizaron 31 casos de pacientes del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricidn “Salvador Zubirdn” con diagndstico de miastenia gravis, que contaban
con determinacién de la concentracién sanguinea de 25-hidroxivitamina D en el sistema
integral de laboratorio. En la tabla 1 se observa que la media de edad fue de 51.84 afios
con una desviacion estandar de 19.74. Por otra parte la mediana de edad fue de 47 afios
con un rango intercuartical (RIC) de 21 a 86. Del total de pacientes incluidos, 22 fueron
mujeres que corresponde al 71.0% y 9 hombres correspondiendo al 29.0%.

En cuanto a la clasificacién clinica de Osserman al momento del diagndstico, 15 casos
correspondiente al 48.4% se presentaron con cuadro clinico de miastenia gravis
generalizada leve con afeccién a musculatura de tronco y extremidades, sin compromiso
de musculos respiratorios compatible con la categoria lla. Seguido de 10 casos (32.3%)
gue ademas del cuadro antes descrito presentaban afeccién bulbar correspondiendo a la
categoria llb y en menor proporcion 3 casos (9.7%) para la lll y 1 caso (3.2%) para la IV, en
las que se encontraban los pacientes con afeccién respiratoria. Predominando asi la
variante de miastenia gravis generalizada sobre la ocular, esta ultima manifestada
Unicamente en 2 casos correspondiendo al 6.45%

De los 31 pacientes, 22 de ellos fueron intervenidos quirdrgicamente con timectomia, lo
gue corresponde al 71%. Del tiempo de evolucién de la enfermedad desde su diagndstico,
29% de los casos tenian mas de quince afios.

Dieciséis pacientes que corresponde al 51.6% presentaban coexistencia de otras
enfermedades autoinmunes, entre ellas la principal fue hipotiroidismo, que como es bien
conocido los pacientes con miastenia gravis tienen una frecuencia incrementada de
padecer otras enfermedades autoinmunes sobretodo de enfermedad tiroidea.

El 83.9% de los pacientes habian recibido tratamiento con inhibidor de acetilcolinesterasa
piridostigmina, para un mejor control sintomatico de la enfermedad. Asociado al
tratamiento sintomatico antes mencionado, 9 pacientes correspondiente al 29.0%



recibieron tratamiento inmunosupresor con prednisona. Se utilizaron otros
inmunosupresores en la terapia para el control de la miastenia gravis en 18 de los 31
pacientes incluidos en el estudio, equivaliendo al 58.1%.

Contaban con determinacion sérica detectable de anticuerpos anti-AChR 21 pacientes que
corresponde al 58.1%. La media del resultado sérico expresado en nM/L de dichos
anticuerpos fue de 127.63, con una desviacién estandar de 244.58. Ademas, se calculé la
media de los resultados séricos de 25-hidroxivitamina D (25-hidroxicolecalciferol), siendo
esta de 20.13 con una desviacién estandar de 8.69.

Tabla 1. Descripcidn de los pacientes con miastenia gravis incluidos en el estudio (n = 31).

Caracteristica Valor
Edad, media (DE), afios 51.84 (19.74)
Edad, mediana (rango), afios 47.0 (21-86)
Género femenino, n (%) 22 (71.0)

Clasificacion de Osserman, n (%)

I 2 (6.5)

lla 15 (48.4)

Ilb 10 (32.3)

i 3(9.7)

v 1(3.2)
Timectomia, n (%) 22 (71.0)
>15 afios desde el diagndstico, n (%) 9(29.0)
Coexistencia de otras enfermedades autoinmunes, n (%) 16 (51.6)
Piridostigmina, n (%) 26 (83.9)
Prednisona, n (%) 9(29.0)
Otros inmunosupresores, n (%) 18 (58.1)
Anticuerpos anti-AChR detectables, n (%) 21 (75.0)
Anticuerpos anti-AChR, media (DE), nM/L 127.63 (244.58)
25-hidroxicolecalciferol, media (DE), ng/ml 20.13 (8.69)

En la tabla 2 se comparan algunas caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio
con diagnéstico de miastenia gravis y sus respectivos controles, que en este caso se
asignaron 3 controles pareados por edad y sexo para cada caso. Quedando entonces con
31 casos y 93 controles. La edad media para ambos grupos fue 51.84 con una desviacién
estandar de 19.98; ocupando el género femenino el 71%.



Se aplico a las dos muestras, tanto la de
casos como la de controles la prueba U
de Mann-Whitney, para comprobar la
heterogeneidad entre ambas muestras en
cuanto a los niveles séricos de 25-
hidroxivitamina D, encontrando que en el
grupo de casos tenian una media de
20.13 vs 28.62 en el grupo de los
controles, con un valor de P < 0.001
considerandose estadisticamente
significativo, por lo que parece ser que
efectivamente los niveles de 25-
hidroxivitamina D tienden a ser mas bajos
en los pacientes con miastenia gravis que
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en individuos sin enfermedades autoinmunes. Ademas, se calculé la mediana de estos
niveles medidos, siendo de 18 para el grupo de casos vs 28.9 para el grupo control,
mostrando un valor de P 0.001, siendo también significativo.

Tabla 2. Comparacidén de algunas caracteristicas de los casos y sus respectivos controles (n = 24)

Casos Controles
Caracteristica (n=31) (n=93) Valor de p
Edad, media (DE), afios 51.84(19.98) 51.84 (19.98) 1.00
Edad, mediana (rango), afios 47 (21- 86) 47 (21- 86) 1.00
Género femenino, n (%) 22 (71) 66 (71) 1.00
25-hidroxicolecalciferol, media (DE), ng/ml 20.13 (8.69) 28.62 (7.57) <0.001
25-hidroxicolecalciferol, mediana (rango), ng/ml 18.00 (10.0 —46.0) 28.90 (11.6 — 49.0) 0.001
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Incluyendo el total de pacientes, tanto casos
como controles que corresponde a 124
individuos, de forma grafica se muestra en
el diagrama de dispersion los valores de la
variable independiente que corresponde a la
edad en el eje horizontal y de la variable
dependiente que corresponde a los niveles
de 25-hidroxivitamina D en el eje vertical.
Observando un coeficiente de correlacién de
Pearson de - 0.187 (p = 0.038) demostrando
una correlacion negativa entre ambas
variables, por lo que entre mayor edad
niveles mas bajos de 25-hidroxivitamina D.




Al realizar el mismo tipo de analisis que en la grafica previa, pero Unicamente con los 31
pacientes del grupo de casos, se observa que el coeficiente de correlacidon de Pearson es
de — 0.049 (p = 0.79) acercandose al valor cero, por lo que se puede inferir que la edad no
es una variable que esté en estrecha relacidon con los niveles de 25-hidroxivitamina D en
este grupo de pacientes. Posteriormente, se realizé este andlisis en el grupo control, en
el que el coeficiente de correlacidn de Pearson fue de - 0.187 (p = 0.038), observando que
en este grupo de pacientes si existe una correlacion negativa entre la edad y los niveles de
25-hidroxivitamina D
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Al realizar el analisis de los niveles de 25-hidroxivitamina D y las comorbilidades
autoinmunes en el grupo de pacientes con diagndstico de miastenia gravis, se observd
que el 23.1% de los sujetos que tenian una determinacion sérica mayor o igual a 20 ng/ml
presentaban alguna enfermedad autoinmune coexistente, mientras que un mayor
porcentaje (72.2%) de los casos con niveles séricos menores a 20 ng/dl presentaban
comorbilidad autoinmune. Con una valor de p de 0.011 alcanzando significancia
estadistica.
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Utilizando la prueba U de Mann-Whitney para el andlisis de los datos en el grupo de casos
y representado por un diagrama de caja, para comprobar la heterogeneidad de los niveles
séricos de 25-hidroxivitamina D en cuanto a la presencia o ausencia de comorbilidad
autoinmune, se observd que en pacientes con enfermedad autoinmune coexistente la
mediana de niveles de 25-hidroxivitamina D fue menor que en quienes no presentaban
comorbilidad autoinmune, a excepcidn de un paciente con valor atipico que se muestra en
la grafica (p = 0.11). Al realizar este mismo analisis pero ahora en relacién a la historia de
crisis miasténicas, observamos que quienes habian presentado esta complicacidn tuvieron
tendencia a tener los niveles séricos de 25-hidroxivitamina D mds bajos que quienes nunca
habian tenido alguna crisis de la enfermedad (p = 0.79). En relacion a la evolucién de la
MG se observa exactamente la misma tendencia que con las variables previas en el caso
de los pacientes que tenian mas de 10 afios de su diagndstico (p = 0.16). Cuando se
realiza el analisis en base al puntaje de QMGS se observa asi mismo que aunque el rango
entre los dos brazos de la caja es mas amplio en quienes tenian un puntaje mayor a 5, la
mediana continlda siendo menor en estos casos que en quienes un puntaje igual o menor
a5(p=0.43).

p = 0.11, prueba U de Mann-Whitney p = 0.79, prueba U de Mann-Whitney
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Por ultimo, en este diagrama de caja se observa que los pacientes con miastenia gravis
que presentaban un nivel de 25-hidroxivitamina D menor a 20 ng/dl tendieron a tener
niveles de anticuerpos anti-AChR mas altos, aunque no alcanzd significancia estadistica (p
=0.28)

1 10001 p = 0.28, prueba U de Mann-Whitney
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X1. DISCUSION

La miastenia gravis es una enfermedad neuromuscular autoinmune dependiente de
células T y causada por anticuerpos dirigidos contra las proteinas o receptores de la unién
neuromuscular. Asi, se considera que las células T reguladoras (Treg) juegan un papel
importante en el inicio y curso de la enfermedad, ya que proveen un mecanismo que
mantiene la autotolerancia y previene la respuesta autoinmune, pues regulan la respuesta
inmune de las células Th y B, a través de la supresién de la activacién, proliferacion y
produccién de citocinas de las células autorreactivas. Por otra parte, la vitamina D ejerce
un efecto inmunorregulador que se considera reside en el incremento de la cantidad de
células T reguladoras y en mantener la funcién muscular a través de su efecto sobre el
receptor de vitamina D en el musculo.

Segun lo que conocemos de la literatura médica indizada, existen solo dos estudios a nivel
mundial y ninguno en la Republica Mexicana sobre la determinacion de los niveles de
vitamina D en enfermedades neuromusculares autoinmunes como la miastenia gravis, por
lo que aun se conoce poco sobre esta relaciéon. Aunque se ha investigado en algunas otras
enfermedades tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide y esclerosis
multiple, en las que se ha propuesto existe una asociacién entre los niveles de vitamina D
con la actividad autoinmune, llegando incluso a utilizar la vitamina D como un marcador
de actividad de la enfermedad y como tratamiento.



En este estudio en el que se incluyeron un total de 124 pacientes, conformando 31 el
grupo de casos y 93 el grupo control. Se observé que un alto numero de pacientes
incluidos tanto en los casos como en los controles, presentaban deficiencia e insuficiencia
de 25-hidroxivitamina D, lo cual permite poca comparabilidad entre ambos grupos.
Dentro del grupo de casos donde se encontraban los pacientes con diagndstico de
miastenia gravis mas del setenta por ciento fueron mujeres, con una media de edad
cercana a los 50 aios, esto debido a que es una enfermedad que afecta principalmente a
mujeres, hasta tres veces mas que a los hombres antes de los 40 afios de edad.

La prevalencia de la deficiencia de 25-hidroxivitamina D fue mayor en los pacientes con
miastenia gravis, encontrando niveles inferiores a los limites de normalidad establecidos
en el laboratorio del Instituto. Asi mismo, el status de la concentracién sanguinea de
dicha vitamina en la mayoria de ellos fue mas bajo que en el grupo control, alcanzando
significancia estadistica con un valor de p < 0.001, por lo que se cumple la hipdtesis
planteada al inicio del estudio que los pacientes con miastenia gravis presentan niveles
séricos mds bajos de 25-hidroxivitamina D, en comparacidon con personas sin esta
enfermedad.

Se evalué ademas si existia alguna asociacién entre el status de los niveles de 25-
hidroxivitamina D y la expresion clinica de la enfermedad. Por lo que luego de realizado el
analisis estadistico de los datos recabados se observé que en los pacientes con miastenia
gravis existe una relacion entre el serostatus de 25-hidroxivitamina D tanto con la
coexistencia de otras enfermedades autoinmunes, como tener historia de crisis
miasténicas, una evolucién mayor a 10 afios desde el diagndstico de la enfermedad, un
QMGS mayor a 5 puntos y niveles elevados de anticuerpos anti-AChR. Aunque en este
estudio todas estas variables no alcanzaron significancia estadistica para confirmar la
segunda hipétesis planteada al inicio, en la que se postulaba que los niveles séricos de 25-
hidroxivitamina D serian inferiores en los pacientes con una peor condicién clinica y
mayores titulos de anticuerpos anti-AChR. Si presentaron una tendencia a estar presentes
en los pacientes con un nivel de 25-hidroxivitamina D mas bajo.

Xll.  CONCLUSIONES

La prevalencia de deficiencia e insuficiencia de 25-hidrovitamina D es mayor en los
pacientes con diagndstico de miastenia gravis, en relacién a los pacientes con otras
patologias no autoinmunes. Aunque en este estudio no se alcanzé significancia
estadistica, consideramos en parte atribuible al pequefio tamano de muestra, para
postular de manera contundente la asociaciéon entre el status de los niveles de 25-
hidroxivitamina D y la expresidn clinica de la miastenia gravis. Si podemos mencionar que
existe una tendencia a que los niveles de 25-hidroxivitamina D se encuentren mas bajos
en los pacientes en quienes coexisten otras enfermedades autoinmunes, asi como otros
factores entre los que se incluyen tener historia de crisis miasténicas, una evolucién



mayor a 10 anos desde el diagndstico de la enfermedad, un QMGS mayor a 5 puntos y
niveles elevados de anticuerpos anti-AChR.

Por lo mencionado anteriormente, es entonces importante monitorizar este pardmetro de
serostatus de 25-hidroxivitamina D en los pacientes con diagndstico de miastenia gravis,
para considerar su suplementacién en caso de encontrarse bajos y de esa manera incidir
en la evolucién de la enfermedad. Aunque en este estudio no se pudo alcanzar
significancia estadistica para relacionar el status de los niveles de 25-hidroxivitamina D y la
expresion clinica de esta enfermedad, se sugiere realizar otros estudios de investigacién a
futuro para confirmar el potencial papel que juega la vitamina D como inmunorregulador
y su efecto sobre la funcién muscular en los pacientes con MG, ya que al momento es aun
poco lo que se conoce sobre este tema y hace falta explorarlo mas a profundidad.
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