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Abreviaturas

3-HK: 3-hidroxikinurenina

BOC: Bandas Oligoclonales

CIS: Sindrome Clinico Aislado

EM: Esclerosis Multiple

EMP: Esclerosis Mdltiple Progresiva

EMPt: Esclerosis Multiple Progresiva con tratamiento
EMRRn: Esclerosis Mdltiple naive sin tratamiento
IDO: Indolamina dioxigenasa

KYNA: Acido kinurenico

K-S: Kolmogorov-Smirnov

K-W: Kruskal-Wallis

LCR: Liquido cefalorraquideo

QUIN: Acido quinolinico

RIS: Sindrome Radiol6gico Aislado

RMI: Resonancia Magnética Cerebral

TDO: Triptofano dioxigenasa

TME: Terapia Modificadora de la Enfermedad

VK: Via de las kinureninas



1 Resumen

Introduccidn: La Esclerosis Mdltiple (EM) es una enfermedad autoinmune crénica del
sistema nervioso central, caracterizada por la desmielinizacion y dafio axonal. Se manifiesta
en diferentes formas clinicas como Esclerosis Multiple Remitente Recurrente (EMRR) y
Esclerosis Mdltiple Progresiva (EMP). Se sugiere un rol del microambiente inflamatorio en
el dafio axonal, excitotoxicidad mediada por glutamato y recientemente alteraciones en la
via de las kinureninas (VK) en la neurodegeneracion de la EM. La VK es la principal via de
catabolismo del triptéfano, incluye varios pasos enzimaticos que generan metabolitos
neuroactivos con potencial implicacion en la EM. Alteraciones en los niveles de metabolitos
de esta via podrian ser biomarcadores potenciales de la actividad de la enfermedad o su
progresion; sin embargo, no existe una caracterizacién en pacientes con EM en poblacion
mexicana.

Objetivo: Determinar los niveles de los metabolitos derivados del catabolismo del triptéfano
a través de la VK en suero y liquido cerebroespinal en pacientes mexicanos con EM.

Material y métodos: Se recabaron datos clinicos de 73 expedientes de pacientes con EM
que contaban con muestras de suero y liquido cefalorraquideo (LCR) en el biobanco. Se
analizaron muestras de 85 individuos: 12 individuos sanos, 23 pacientes sin diagnéstico de
EM (no-EM), 25 pacientes EMRR sin tratamiento (EMRRnN), 16 pacientes con EMP y 9
pacientes con EMP con tratamiento (EMPt). Se determinaron los metabolitos de la VK en
muestras de suero y LCR por cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a un
detector de fluorescencia y electroquimico. Se empled un Kit ELISA para el caso de los
niveles de acido quinolinico.

Resultados: En suero, los niveles del grupo sano fueron de 10.48 + 2.47 fmol/uL de KYNA
y 0.047 £+ 0.01 pmol/uL de 3-HK. El grupo no-EM present6 2.54+1.5 fmol/uL de KYNA y
0.29+0.03 ng/mL de QUIN en LCR. Para el grupo EMRRN, los niveles son 4.48+1.09 fmol/uL
de KYNA y 0.41+0.18 pmol/uL de 3-HK en suero; en LCR 2.19+0.85 fmol/uL de KYNA vy
0.31+0.03 ng/mL de QUIN en LCR. En el grupo EMP, los valores son 3.83+0.80 fmol/uL de
KYNA y 0.52+0.08 pmol/uL de 3-HK en suero, y 0.73£0.13 fmol/uL de KYNA y 0.29+0.02
ng/mL de QUIN en LCR. El grupo EMPt tiene 2.52+0.29 fmol/uL de KYNA y 0.73+0.07
pmol/uL de 3-HK en suero, y 1.25+0.53 fmol/uL de KYNA y 0.35+0.03 ng/mL de QUIN en
LCR.

Conclusiones: Los niveles de KYNA en suero de pacientes con EM se encuentran
estadisticamente disminuidos (p<0.05) respecto a personas sanas y pacientes no-EM. Los
niveles de 3-HK en suero en pacientes con EM se encuentran incrementados (p<0.05)
respecto a individuos sanos.

Palabras clave: Esclerosis Mdultiple Progresiva, Neurodegeneracion, Vias de las
Kinureninas.



2 Introduccion

2.1 Generalidades de Esclerosis Mdltiple

La Esclerosis Mdltiple (EM) es una enfermedad autoinmune cronica, inflamatoria y
desmielinizante que se caracteriza por dafo en tiempos y localizaciones diferentes dentro
del sistema nervioso central (SNC) lo que conduce al dafio axonal y de la mielina®. Produce
episodios de disfuncion neuroldgica con un curso variable de recuperacion y progresion de
la enfermedad. Los cursos clinicos de la EM son: Sindrome Radiolégico Aislado (RIS)
donde el paciente tiene lesiones en un estudio de imagen cerebral pero no tiene sintomas,
Sindrome Clinico Aislado (CIS) donde el paciente tiene sintomas compatibles con EM pero
en una sola ocasion, Esclerosis Multiple Remitente Recurrente (EMRR) la cual es un subtipo
de la enfermedad caracterizado por episodios de actividad de la enfermedad y periodos sin
actividad de la enfermedad, después de 10 a 15 afios el 50% progresa a Esclerosis Multiple
Progresiva (EMP) en la cual ya no se distingue una progresion asociada a la actividad de

la enfermedad, sino que hay un empeoramiento progresivo y continuo de los sintomas?.

En el mundo existen alrededor de 2.3 millones de personas diagnosticadas. En México,
existen cerca de 20 mil personas diagnosticadas y es la segunda causa de discapacidad
en edades productivas?. Los estudios epidemiolégicos y de ancestria sugieren que la
prevalencia, la edad media de aparicién y los fenotipos especificos de la EM son diferentes
en caucasicos y latinos®. Estudios epidemioldgicos recientes indican un aumento en la
prevalencia de EM en América Latina respecto a afios anteriores, donde no existe el
gradiente de latitud sur-norte descrito para los paises nérdicos. El analisis de los aspectos
epidemioldgicos y especificos de la EM en América Latina sugiere que la susceptibilidad y
el comportamiento clinico de la enfermedad estan relacionados con mezclas de genes en

la poblacién. La prevalencia mundial por edad aumenté en un 10.4% entre 1990 y 201634,

El diagndstico de la EM se basa en los criterios de diagnéstico de McDonald, que vinculan
la manifestacion clinica con lesiones caracteristicas demostradas por imagenes de
resonancia magnética (RMI), andlisis de liquido cefalorraquideo (LCR), incluyendo bandas
oligoclonales (BOC) y potenciales evocados visuales. Cabe resaltar que estos criterios
fueron revisados por ultima vez en 2017 y modificados en los sindromes clinicos aislados

con tendencia hacia un diagndstico mas temprano®.

Las opciones terapéuticas actuales para la EMP siguen siendo decepcionantes y

desafiantes en comparacion con los otros subtipos de EM. El retraso en el diagndstico de
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este subtipo de EM se debe a que suele ser retrospectivo, basado en antecedentes de
empeoramiento neurolégico gradual con o sin recaidas ocasionales, remisiones menores o

periodos de inactividad®.

La patogenia precisa de la EM no esta descrita, pero los mecanismos propuestos involucran
procesos inmunes aberrantes, desencadenados por exposiciones ambientales, que
conducen a dafos agudos y a largo plazo. Estos procesos involucran linfocitos T, linfocitos
B y mecanismos innatos en individuos genéticamente predispuestos. Ante un
desencadenante existe una migracion dentro del sistema nervioso central (SNC) de células
inmunes activadas. Por lo anterior, se inician eventos patoldégicos que resultan en:
desmielinizacion, degeneracion neuroaxonal, pérdida sinaptica, oligodendrogliopatia y
astrogliosis. Los procesos inmunes pueden desempefiar un papel menor en la patogenia
de la etapa progresiva de la EM; los mecanismos propuestos incluyen: cambios
relacionados con la edad en el SNC lesionado, agregados linfoides meningeos que median
la inflamacién intratecal secuestrada en curso y activacion de la inmunidad innata del SNC

(la microglia en particular)”’.

2.2 Neurodegeneracion en la Esclerosis Multiple

La neurodegeneracion es un proceso que implica la degeneracién progresiva que lleva a
muerte neuronal y es un factor comun en diversas enfermedades neuroldgicas.
Historicamente la clasificacion de la EM se ha basado en observaciones que sugieren
neurodegeneracion secundaria a lesiones desmielinizantes inflamatorias recurrentes.
Actualmente, se ha propuesto el concepto de RAW (empeoramiento asociado a la recaida)
y PIRA (Progresién independiente de la actividad por recaida). Existen diversos marcadores
de neurodegeneraciéon en PIRA: Tomografia de Coherencia Optica de la retina, evidencia
el adelgazamiento de la capa de células ganglionares y la capa plexiforme interna, asi como
pérdida de células retinianas ganglionares®. Adicionalmente, el dafio neuroaxonal y la
astrogliosis elevan la concentracién de neurofilamentos de cadena delgada en etapas
tempranas de la neurodegeneracion y durante las recaidas en pacientes con EM, por lo que

predicen un empeoramiento clinico®.

En estudios post mortem de cerebros de pacientes con EM se evidencié histologicamente
la presencia de transecciones axonales, asi como pérdida y atrofia cerebral progresiva. Lo
anterior sugiere que hubo un microambiente inflamatorio con liberacién de substancias que

pueden dafar los axones, tales como enzimas proteoliticas, productos de procesos
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oxidantes, y radicales libres producidos por células inmunes activadas como los linfocitos T

CD8 autorreactivos y células gliales™.

En la EMP existe una estrecha asociacion entre la inflamacion y la neurodegeneracion. La
inflamacioén intratecal juega un rol hacia la neurodegeneracion. La secuencia temporal
exacta de estos eventos no esta clara, pero si esta establecido que ambos procesos estan
involucrados en la progresién de la EM. Se han cuantificado diferentes células inflamatorias
en autopsias de pacientes que tuvieron EM comparados con autopsias de controles. Se
encontr6 desmielinizacion y neurodegeneracion en las etapas progresivas de la

enfermedad que tuvieron inflamacién activa?l.

2.3 Inflamacién en la Esclerosis Multiple

En estudios de RMI cerebral se presenté reforzamiento al contraste de manera consistente
en los pacientes con EM. Lo anterior se consideré un marcador de inflamacion y de la
ruptura de la barrera hematoencefalica. Sin embargo, en EMP el reforzamiento deja de ser

evidente, pero existe un deterioro clinico el cual se atribuye a la neurodegeneracion?2,

En modelos experimentales de neuronas corticales primarias se han encontrado firmas de
expresion de interferén-y, el cual induce la fosforilacion de STATL1. Tras su fosforilacion,
STAT1 es capaz de translocarse al nlcleo celular como homodimero o heterodimero para
unirse a regiones de regulacién de genes estimulados por interferén-y, lo que define una
respuesta antiviral de esa célula caracterizada por el aumento en la expresién de IL-4. En
un modelo murino con Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE) deficiente de IL-4, se
observdé més propension a recaidas. Un comportamiento similar se encuentra en el mismo
modelo, pero deficiente del receptor de IL-12, con un importante ambiente proinflamatorio®3.
Esta linea de investigacién activa plantea que, bajo un estimulo crénico de la via de
interferén-y, se produce una desregulacion de la expresion de la IL-12 e IL-4, citocinas que

atenUian la severidad de las exacerbaciones.

Se ha propuesto el modelo murino de enfermedad desmielinizante e inflamacion con la
deficiencia genética AhR en estado homocigoto del receptor de hidrocarburos de arilo en el
cual se evidenci6 la elevacion de las citocinas proinflamatorias en el nervio éptico que
confirmaban la causalidad dependiente de la deficiencia de AhR. Interesantemente, las
regiones en las cuales la proteina se expresa normalmente coinciden con la localizacion
neuroanatémica de las lesiones clasicas de EM las cuales son periventriculares,

yuxtacorticales y en nervio 6ptico*®.
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En LCR de pacientes con EM se ha observado que las concentraciones de IL-17 e IL-4
incrementan. Lo anterior corresponde a una respuesta de células T CD4 Thl7, mientras
gue la produccion de IL-4 corresponde a células T CD4 Th2 y macréfagos?®. Se establecié
que en pacientes con EM naive o de reciente diagnoéstico se encuentra una correlacion de
las citocinas proinflamatorias y las lesiones en la RMI, asi como con actividad de la
enfermedad, sugiriendo que la inflamacién podria estar involucrada en la patogénesis de la
EMY,

2.4 Excitotoxicidad por glutamato en Esclerosis Multiple

Dentro de un ambiente proinflamatorio en SNC, con una microglia activada, se agregan
cambios en el medio de la matriz extracelular tales como acidosis, hipoxia local y
desbalance i6nico, causando la muerte neuronal. El principal proceso que conlleva a una
mayor concentracion de glutamato es la degeneracién axonal con un escape de iones y
neurotransmisores llevando a una hiperexcitabilidad y en consecuencia la excitotoxicidad.
La alta concentracion de glutamato extracelular activa los receptores de glutamato
ionotrépicos, aumenta la entrada de calcio y promueve la muerte celular. La excitotoxicidad
por glutamato en EM ha sido demostrada en modelos de EAE de modelos murinos tratados
con NBQX (antagonista de receptor de glutamato AMPA/kainato)!8. También se ha descrito
que la deficiencia del canal TRPM4 en modelos murinos lleva a una proteccién contra la
toxicidad por glutamato. Esto se debe a que la pérdida de funcion de TRPM4 permite que,
de manera extra sinaptica, la subunidad GIuUN2A y GIuN2B interactien fisicamente con la
proteina TRPM4 en el dominio TwinF. Esto forma un complejo NMDAR/TRPM4 que evita
la excitotoxicidad mediada por NMDAR. Este fendémeno fue descrito en neuronas

hipocampales de ratén con coinmunoprecipitacion?®.

La sobrecarga de calcio secuestrada en la mitocondria lleva a despolarizacion de la
membrana causando la disfuncién mitocondrial y aumenta la produccion de especies
reactivas de oxigeno, promoviendo la peroxidacion lipidica®. La acidosis consecuencia de
la inflamacion y el alto consumo energético lleva a la activacion de canales ASIC1 y NCX,

lo cual también promueve la acumulacién de calcio intracelular.

Adicionalmente, al comparar personas sanas y 25 pacientes con EM sometidos a RMI de 3
Teslas con contraste acoplada a espectroscopia, se evidencid un aumento en las
concentraciones de glutamato en las lesiones agudas ubicadas en la sustancia blanca con

reforzamiento contraste de los pacientes con EM?L,
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2.5 Esclerosis Mdltiple y la Via de las Kinureninas

En los dltimos afios, el catabolismo del triptéfano a través de la via de las kinureninas (VK)
ha sido involucrado en las etapas tempranas de la EM y en modelos experimentales de esta
enfermedad. Las enzimas de la VK se expresan en microglia y astrocitos®?. Se ha
demostrado que un ambiente proinflamatorio abundante de interferén-y induce la expresion
y actividad de la enzima indolamina dioxigenasa-1 (IDO-1), la cual es la primera enzima
limitante de la VK23, Se ha demostrado en lineas celulares de macréfagos murinos que el
acido picolinico, es un potente y selectivo inductor positivo de la expresién de las proteinas
MIP-1a y MIP-1B, con un comportamiento dosis dependiente. Esta activacion contribuye

como un mecanismo de neurodegeneracion que es caracteristico de la EM?.

En modelos murinos de EAE, Flanagan y colaboradores en 1995 encontraron que la
relacion Kinurenina / Triptofano esta elevada (K/T = 1) y que ademas correlacionaba con el
incremento en la severidad de la enfermedad?®. También se evidencié una mayor expresion
y actividad de kinurenina 3-monoxigenasa (KMO) en la médula espinal de ratas con EAE.
La actividad de KMO se encontr6 aumentada en médula espinal y se evidencié una
elevacion de &cido quinolinico (QUIN). La observacion de expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il y de iNOS los llevé a sugerir que la sintesis de novo de QUIN y
3-hidroxikinurenina (3-HK) ocurria en los macréfagos. Tras la administracion de Ro 61-
8048, un inhibidor selectivo de KMO, disminuyeron los niveles de QUIN, pero sin alcanzar
significancia estadistica?®. En lineas celulares de oligodendrocitos murinos N19 y N20.1 se
demostro la captura de QUIN exdgeno para catabolizarlo, la exposicion a 1 mM de QUIN
indujo muerte celular en oligodendrocitos en ratas?’. Se demostré6 en macréfagos de
pacientes con EM que el INF-B indujo la biosintesis de QUIN en 4922 nM dadas

concentraciones de 50 Ul/ml de INF-B después de 72 horas?®.

El aumento de la expresiéon y produccion de citocinas Thl e interferén-y por linfocitos T
incrementa la expresion de IDO. En etapas tempranas de la induccion de EAE se evidencio
un incremento de kinurenina (KYN) debido a una mayor actividad de IDO. Se ha propuesto
que la remision clinica espontanea es por la actividad aumentada de IDO como un

mecanismo de eliminacion de células inflamatorias como los linfocitos T2°.

Desde 1979, en trabajos de Monaco y colaboradores se establecié que en pacientes con
EM los niveles de triptéfano estan disminuidos tanto en suero como en LCR®. En muestras

de LCR de pacientes con EMRR los niveles de KYNA fueron disminuidos durante la
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remision de la enfermedad de por lo menos 2 meses contra niveles aumentados del mismo
metabolito en la enfermedad activa332, Por otra parte, en estudios realizados en pacientes
con EMRR comparado con controles se evidencié una correlacién con un valor der = 0.5
estadisticamente significativo entre las mediciones en LCR de KYNA 'y S100B, un marcador

de activacion de astrocitos®3.

En un estudio adicional, se reporté que en pacientes que iniciaron tratamiento con INF-3
los niveles de KYNA aumentaron por la induccion de IDO en esos pacientes; sin embargo,
en pacientes con mayor duracion de este tratamiento el efecto no se evidencio
posiblemente por la sensibilizacion al medicamento y su mayor degradacion. En los sujetos
sanos las mediciones sugieren que el metabolismo del tript6fano podria tener una
regulacion circadiana®. Se ha reportado incremento de la actividad de las kinurenina
aminotransferasas (KATs, enzimas encargadas de la produccion de KYNA) en eritrocitos
de pacientes con EM al compararlos con controles. La actividad de KAT-I respecto a KAT-
Il fue mayor **. Existe evidencia que la VK esta involucrada en la EM y otras enfermedades
neurodegenerativas®. Por trabajos de Aeinehband se sabe que cada subtipo de EM tiene
un comportamiento distinto, siendo notable el incremento en la concentracion de QUIN en
pacientes con EMRR en las recaidas. En el mismo trabajo se dividieron los individuos
controles en enfermedades inflamatorias y no inflamatorias teniendo una mejor
comparacion al subdividir el grupo control*’. En pacientes pediatricos con EM se asocio la
elevacion de KYNA en suero con una alta tasa de recaida®®. Bansi en 2018 reportd
diferentes modificaciones en la VK ante el mismo ejercicio fisico dependiendo del subtipo
de EM*,

De acuerdo con la revision sistematica publicada en 2022 en la que incluyeron 10 estudios
con diferentes mediciones de metabolitos de la VK y expresiones de los transcritos para las
enzimas de la via, se evidencio una posible conexién entre las alteraciones en los niveles
de la VK y la EM. Especialmente, los niveles elevados de QUIN en EMPP que pudiese ser

un potencial biomarcador de la fase de actividad de desmielinizacion“.

Producto del estudio de la influencia de la VK en la EM, se desarroll6 un farmaco cuya
estructura es similar a KYNA llamado Laquinimod y Linomide cuya administracion reduce
la expresién de citocinas proinflamatorias por la inhibicién de NF-kf3 por lo que polariza la
respuesta inmune de Thl a Th2 y Th17%. También se ha propuesto como una diana

terapéutica la inhibicién de IDO para los pacientes con EM*2,
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2.5.1 Via de las kinureninas

La VK fue descrita desde 1947 como la responsable de la biosintesis de nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD+)*. Actualmente sabemos que es la principal via del
catabolismo del triptéfano (figura 1). El primer paso de la via consiste en la escision
oxidativa de L-triptéfano por la enzima triptéfano dioxigenasa (TDO) para producir N-formil
kinurenina. En el cerebro, esta reaccion es llevada a cabo por la IDO. El segundo paso
consiste en la degradacion de N-formil kinurenina por la enzima kinurenina formamidasa en
L-kinurenina (L-KYN). El tercer paso se divide en tres, debido a que L-KYN es sustrato de
tres enzimas, las cuales son: kinureninasa que forma &cido antranilico; la kinurenina-3-
hidroxilasa da lugar a 3-HK y las kinureninas aminotransferasas (KATS) la convierten de
manera irreversible en acido kinurénico (KYNA). La enzima KAT pertenece a la familia de
enzimas dependientes de piridoxal, a la fecha se han reportado 4 isoformas desde KAT-1
a KAT-4. En el cerebro humano KAT-2 tiene un rol de produccién de KYNA elevado (70%)*.

La kinurenina-3-hidroxilasa, también conocida como KM es una reaccién dependiente de
NADPH. La kinurenasa esta localizada en el citoplasma y es dependiente de piridoxal. El
acido antranilico y 3-HK se metabolizan al &cido 3-hidroxiantranilico (3-HA).

Una vez producido el 3-HA sirve de sustrato de la enzima dioxigenasa 3-hidroxiantranilato
(3-HAO) que abre su anillo para producir 2-amino-3-carboximuconato semialdehido el cual

es un intermedio inestable.

El 2-amino-3-carboximuconato semialdehido puede ser transformado inmediatamente a
QUIN, puede ser transformado a PA 6 a Glutaril-CoA. Finalmente, QUIN sirve de sustrato
para la enzima quinolinato fosforibosil transferasa (QPRT) para producir NAD+%.

15



L-Triptéfano

triptofano 2-3 | Indolamina 2-3
dioxigenasa dioxigenasa
oy Y (o0
Formilkinurenina

Ainurening

Kinurenina formamidasa

Acido aminotransferasa v ) )
Kinurénico «—"__ Kinurenina —=eninas o Acido Antranilico
(KYNA) Kinurenina 3 (AA)
X hidroxilasa
Acido v
Xanturénico <— 3- Hidroxikinurenina (3-HK)

(AX)

Kinureninasa

) v
Acido 3- Hidroxi-antranilico (3-HAA)

3-hidroxiantrandato

3 Adioxigenasa
v

2-amino-3-carboximuconatosemi- — G|utaril-CoA

aldehido \

Cichizacion

espontanea Acetil-CoA
Acido Quinolinico (QUIN)  Acido pinolinico

Acido guinolinico
fosforibosil transferasa

NAD*

Figura 1. Representacion de la via de las kinureninas. Catabolismo del tript6fano para la
biosintesis de NAD+

2.7 Genética de la Via de las Kinureninas en la Esclerosis Multiple

Poco se conoce de las implicaciones genéticas de la VK tanto fisiolégica como
patolégicamente. En 2006 se asocié una variante de un solo nucle6tido (SNV) en el gen
gue codifica a la enzima KMO en poblacién japonesa con un Odds Ratio de 4 para riesgo
de Esquizofrenia“®.

En 2009 después de realizar un analisis de ligamiento en familias con EM se encontr6 en
regiones no HLA un desequilibrio de ligamiento en la regiéon 1g43. Dentro de las variantes
que se encontraron resaltaron las variantes NC_000001.11:0.241592265T>C vy
NC_000001.11:9.241595329A>G en la region 3’ UTR del gen KMO*'. Se describié una SNV
asociada con depresiéon moderada a severa y una mejor respuesta a citalopram en IDO2
NC_000008.10:9.39901797A>C*8,
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3 Justificacion

La EM es la principal causa de discapacidad no traumética en la poblacion productiva. De
acuerdo con datos del INEGI 2018, en México el 6.4% de la poblacion vive con discapacidad
y el 38.5% fue por enfermedad. De acuerdo con los datos publicos se estima que un 0.32%
de las personas con discapacidad se deben a EM. La EM es la segunda causa de
discapacidad en poblacion productiva en México sélo después de accidentes de transito
terrestre. Es una enfermedad crénica-degenerativa incurable de causa desconocida y de
dificil diagnostico. Existen alrededor de 2.5 millones de personas diagnosticadas en el
mundo. En México por lo menos 20 mil pacientes han sido diagnosticados y reportados en

la literaturaZ.

Las etnias latinoamericanas estan asociadas con un inicio mas temprano y un curso mas
grave de la EM en comparacion con los estadounidenses blancos?. EI 59% de los pacientes
con EMP requieren asistencia unilateral para caminar dentro de los 10 afios posteriores al
diagnostico*®. Los pacientes sin progresion y sin discapacidad o con una discapacidad
limitada después de 10 afios aun pueden tener un riesgo significativo de progresion de la
EM®P,

La caracterizacion del catabolismo del triptéfano en pacientes mexicanos con EM abrira
nuevas rutas de investigacion en busca de la identificacion objetiva y temprana de
biomarcadores para pacientes con EMP, lo cual en un futuro mejorara la toma de decisiones

sobre el tratamiento.
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4 Hipobtesis
El perfil de los metabolitos de la VK en los pacientes con EM serd diferente al de los sujetos

sanos y los pacientes no-EM.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo General
Determinar los niveles de los metabolitos derivados del catabolismo del triptéfano a través

de la VK en suero y LCR en pacientes mexicanos con EM.

5.2 Objetivos especificos

e Recolectar datos clinicos a partir de expedientes clinicos y procesar 85 muestras
clinicas

e Cuantificar KYNA sueroy LCR

e Cuantificar 3-HK en suero

e Cuantificar QUIN en LCR

e Cuantificar citocinas en LCR de pacientes con EM

e Identificar variantes genéticas que codifican a proteinas del metabolismo del
triptéfano en pacientes con Esclerosis Mdltiple

e Identificar variantes genéticas que codifican a proteinas del metabolismo del
triptéfano en pacientes mexicanos con fenotipo neuroldgico

e Predecir estructuras tridimensionales de proteinas con variantes genéticas de
cambio de sentido de pacientes mexicanos con fenotipo neurol6gico

e Modelar la prediccidon de estructura tridimensional de proteinas con variante

genética

6 Metodologia
6.1 Disefio
Se realiz6 un estudio de casos y controles transversal descriptivo retrolectivo de pacientes

con diagndstico de EM con muestras y expedientes del afio 2016 a 2017 considerando
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ambos sexos desde 18 a 60 afios. Folio de registro 121/22. Aprobado por el comité de ética
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNN). La
seleccion de los pacientes fue a disponibilidad de muestra en un biobanco del laboratorio

de neuroinmunologia.

Criterios de inclusién para controles de suero
Voluntarios sanos
Pacientes con muestra en biobanco de LCR y de suero

Criterios de inclusion para controles con muestra LCR
Pacientes con muestra de suero y/o LCR en biobanco

Criterios de inclusion para casos de EM
Paciente con expediente en INNN
Paciente con muestra de suero y LCR en biobanco

Criterios de exclusion para casos de EM
Ausencia de expediente clinico en INNN
Ausencia de muestra de suero y LCR en biobanco

Analisis Bioinformatico de Secuenciacién de Exoma Completo (WES)

Criterio de inclusién: Pacientes con WES y EM en Sequence Read Archive
(SRA) del NCBI. Datos publicos, pareados.

Andlisis Bioinformatico de base de datos mexicana con fenotipo neuroldgico
Criterio de inclusion: Variantes genéticas en mexicanos en genes que
codifican proteinas del metabolismo del tripté6fano

Prediccion de estructura tridimensional
Criterio de inclusién: Variantes genéticas de cambio de sentido en gen
codificante a proteinas que participan en el metabolismo del tript6fano

Criterio de exclusion: Variantes intrénicas 6 intergenicas

6.2 Materiales
Muestras de suero y LCR: Se utilizaron muestras de pacientes con EM del Biobanco del
del INNNMVS.
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Datos clinicos: Se recabaron los siguientes datos clinicos como ndmero de registro, sexo,
edad, fecha de nacimiento, nivel socioeconémico, escolaridad, origen y residencia,
diagnéstico clinico, inicio de padecimiento actual, edad de inicio, fecha de diagnéstico, edad
de diagndstico, tiempo de evolucion, escala de discapacidad extendida (EDSS), nUmero de
brotes, presencia o ausencia de bandas oligoclonales, tratamientos previos y tratamiento

actual.

Analisis bioinformético: Se obtuvieron WES en archivos fasta de secuenciacion pareada
de la base de SRA. Variantes genéticas en pacientes mexicanos con fenotipo neurolégico
gue incluyen diagnosticos de movimientos anormales, epilepsia, demencia, discapacidad

intelectual entre otros.

6.3 Métodos

Recoleccion de datos clinicos: Se solicitdé por medio de una lista con los nimeros de
registro de los pacientes los expedientes fisicos a archivo. Autorizado con consentimiento
informado y aprobado por el comité de ética.

Procesamiento de muestras: Se tomaron 100 microlitros de suero de la muestra
problema, se agregaron 100 microlitros de acido perclérico al 6% y se centrifugaron a 4°C
a 13,500 revoluciones por minuto (rpm) durante 20 minutos (min). Una vez centrifugada la
muestra procesada se obtuvo el sobrenadante y se colocd un volumen final de 100

microlitros en un vial.

De las muestras de LCR recibidas se tomaron 100 microlitros y se agregaron 14 microlitros
de acido perclérico al 6% se centrifugd a 4°C a 13,500 rpm durante 20 minutos. Una vez
centrifugada la muestra procesada se obtuvo el sobrenadante. Se colocaron 100 microlitros

en un vial para ser analizado en el HPLC.

Determinacion de los metabolitos de la VK: Las muestras fueron tratadas con HCIO4 6%
(1:1) y centrifugadas por 20 min a 20,000 x g. Los sobrenadantes fueron analizados por
HPLC utilizando una columna C18 fase reversa (80 X 4.6 mm, Thermo Scientific) e
isocraticamente eluidos usando una fase movil que contiene 250 mM acetato de zinc, 50
mM acetato de sodio y 3% acetonitrilo (pH 6.2), con un flujo de 1 ml/min y detector de
fluorescencia (S200; Perkin Elmer, Beaconsfield, UK). KYNA fue detectado a 344 nm de
excitacion y 398 nm de emision (tiempo de retencion de 8 min) Se procesaron con el método

previo las muestras para KYNA. Se analiz6 Trp a 246 nm excitacién y 398 nm de emision®?.
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La deteccién de 3-HK se realizé en las mismas condiciones, con un detector electroquimico

UV PDA Perkin Elmer con una longitud de onda de 238 nm.

Para la determinacion de QUIN en LCR las muestras fueron tratadas utilizando el Kit ELISA
QUIN (OKCD02284, Lote# BJ09132021, Aviva Systems Biology). Los componentes del kit
se almacenaron a -20°C hasta su uso. Los estandares de QUIN se reconstituyeron vy
diluyeron seriadamente para obtener concentraciones de 100, 33.33, 11.11, 3.7 y 1.23
ng/mL. Se prepar6 el Complejo QA-Biotina 1x y el Conjugado Avidina-HRP 1x mediante
diluciones especificas. El Buffer de Lavado 1x se preparé diluyendo el Buffer de Lavado
30x en agua ultrapura. Para el ensayo, se afiadieron 50 yL de estandares, muestras o
blanco a los pocillos de la microplaca, seguido de 50 pL del Complejo QA-Biotina 1x. Tras
incubar a 37°C durante 60 minutos y lavar cuatro veces, se afiadié el Conjugado Avidina-
HRP 1x y se incub6 nuevamente. Después de lavar cinco veces, se afladié Sustrato TMB,
se incubd en la oscuridad y se detuvo la reaccion con Solucién de Parada. La absorbancia
se midi6 a 540 y 450 nm utilizando un lector de microplacas®?.

Determinacién de citocinas en LCR: Se utiliz6 el Kit de BD Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2/Th17 Cytokine (Catalogo No. 560484, BD Biosciences). Los componentes
del kit se almacenaron a 4°C hasta su uso. Los estandares de citoquinas se reconstituyeron
y diluyeron seriadamente para obtener concentraciones de 5000, 2500, 1250, 625, 312.5,
156, 80, 40 y 20 pg/mL. Se prepararon las beads de captura mezclando los reactivos
especificos de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17A en proporciones iguales. El Buffer
de Lavado 1x se prepar6 diluyendo el Buffer de Lavado 10x en agua ultrapura. Para el
ensayo, se afiadieron 50 pL de estandares, muestras o blanco a los tubos de ensayo,
seguido de 50 uL del reactivo de deteccion PE de citoquinas Human Th1/Th2/Th17. Tras
incubar a temperatura ambiente durante 3 horas y lavar una vez, se afiadid 1 mL de Buffer
de Lavado 1x y se centrifugd. Después de aspirar el sobrenadante y resuspender en 300
uL de Buffer de Lavado 1x, las muestras se adquirieron utilizando un citémetro de flujo. Los
datos se analizaron con el software FCAP Array para cuantificar las concentraciones de

citocinas®3.

Andlisis bioinformatico: Se obtuvieron archivos fasta de los experimentos SRP124937 y
SRP199159. Se realizé control de calidad y el preprocesamiento de las secuencias
utilizando la herramienta FastQC v0.12.1 Las secuencias se alinearon con el genoma de
referencia GRCh38 en BWA v0.7.17 Se alinearon los archivos SAM/BAM con Samtools
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v.1.19.2. El llamado de variantes se utilizd GATK v.4.5.0.0 HaplotypeCaller. Finalmente, las
variantes se anotaron con GATK v.4.5.0.0 VariantAnnotator y Funcotator. Las variantes
obtenidas fueron filtradas en aquellas que tuvieran Fraccion de la Variante mayor a 40 y

profundidad mayor a 20.

Se analizaron los genes que codifican proteinas del metabolismo del triptéfano: AADAT,
ACMDS, AFMID, ARNT, DDC, GOT2, HAAO, IDO1, IDO2, KMO, KYAT1, KYAT3, KYNU,
MAO, QPRT, SLC36A4, SLC3A2, SLC7A5, TDO2, TPH1, TPH2, WARS, WARS2.

Prediccion de estructura tridimensional de proteinas: Dada la secuencia de la proteina
con cambio de aminoé&cido con algoritmo de Deep Learning llamado AlphaFold3 se predijo

la Estructura tridimensional tomando el modelo con mejor Ranking.

Andlisis estadistico: La significancia estadistica fue calculada con Kruskal-Wallis seguida
de una prueba de Dunn, con GraphPad Prism v.8.0.2. La significancia estadistica fue
considera en una p<0.05.

7 Resultados

Lo primero que realizamos fue identificar las muestras de LCR disponibles en el biobanco
del INNN. Identificamos muestras de LCR pacientes diagnosticados con EM y de pacientes
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no-EM. Del total de 90 muestras, se seleccionaron 73 dado que son los pacientes que

tenian informacién en expediente clinico disponible.

Muestras de biobanco n=90
1

I no-EM con expediente n=23 | I Casos con expediente n= 50 |

EMP n=16

LCR n=23

EMRRn n=25

Estandarizacion de técnica

[ «nan=15 ] [kvnan=16] [kynan-19] [kynan=15] [auinn=15| | kynan=o | [ quinn=s |

[qunn=14 | [ 3-tKkn=10 | [Quinn=18 | | 3-HKn=o] |KkyNAn=1a]| |3-HKn=5] [ kynan=7 |

Figura 2. Diagrama de flujo de procesamiento de muestras de suero y LCR

Al contemplar los controles sanos se analizé un total de 85 individuos, los cuales fueron

distribuidos en cinco grupos distintos. El primer grupo, denominado sanos, consistié en 12

voluntarios sanos menores de 30 afios con una relacién 1:1 masculino:femenino los cuales

aportaron muestra de suero. El segundo grupo, consistié en 23 pacientes con diagndsticos

no-EM. El tercer grupo incluyé 25 pacientes con un diagnéstico reciente de EM y sin

tratamiento previo conocidos como pacientes naive (EMRRN). El cuarto grupo fue de 16

pacientes con una forma progresiva de la enfermedad sin haber recibido tratamiento al

momento de la muestra (EMP). Finalmente, un grupo aparte compuesto de 9 pacientes con

enfermedad progresiva quienes al momento de la toma de muestra habian recibido

tratamiento (EMP?).

7.1 Resultados Clinicos

24



Masculino Femenino

Bl 33.33% 9no-EM
Bl 2593% 7 EMRRn
= 22.22% 6 EMP
mm 1852% 5EMPt

m 30.43% 14 no-EM
B 39.13% 18 EMRRn
= 21.74% 10 EMP
m 870% 4EMPt

Sexo
201 ,
B Masculino

15— B Femenino
w
[H)
€
@ 104
o
[1+]
o

5_

l_']_

no-EM  EMRRnN EMPt

C
Figura 3. Numero de pacientes por sexo en cada grupo estudiado. A: Sexo Masculino

representado en porcentaje por subtipo de EM. B: Sexo Femenino representado en
porcentaje por subtipo de EM. C:Los datos son representados por gréfico de barras de
acuerdo con variable de sexo masculino y femenino. La n total fue 73 de 27 pacientes

masculinos y 46 pacientes femeninos.

Después, caracterizamos la muestra de pacientes por sexo, en la figura 3 en el grupo no-
EM hubo una frecuencia de 14 pacientes femeninos y 9 masculinos, en el grupo EMRRn la
frecuencia de 18 pacientes femeninos es predominante sobre la frecuencia de 7
masculinos. En EMP fue conformado por 9 pacientes femeninos y 6 masculinos.

Finalmente, el grupo de EMPt tuvo 3 pacientes femeninos y 5 masculinos.
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Figura 4. Numero de pacientes por edades por cada grupo estudiado. Los datos se
representan por valores independientes para cada muestra y la linea representa la

mediana. La n total fue de 73 pacientes.

Numero de pacientes por rango de edad

20+
mm no-EM
15 mm EMRRn
B EMP
mm EMEP

=30 anos 31-50 anos =51 anos

Figura 5. Namero de pacientes en tres rangos de edad: menor de 30 afios, de 31 a 50 afios
y mayores de 51 afios. Se representa cada grupo estudiado en gréfico de barras por cada

paciente por rango de edad. La n total fue de 73 pacientes.

Posteriormente, se describio la distribucion por edades de los 4 grupos. La edad promedio
del grupo no-EM fue de 43.35 +2.88 afios y en EMRRn la edad promedio fue de 29.72
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+2.01. En el grupo EMP la edad promedio fue de 35.13 +1.32 afios y en EMPt fue de 29.22
+2.60 afios, tal como podemos observar en la figura 4. El rango edad mas frecuente en el
grupo de controles fue en mayores de 51 afios y para el grupo de EMRRnN fue de menores
de 30 afos. Los grupos de las formas progresivas de la enfermedad se concentraron en el

grupo de 31 a 50 afios.

7.2 Resultados Bioquimicos

Una vez que se caracterizd la muestra total por diagnéstico clinico y edad proseguimos con
la caracterizacidén bioquimica con la determinacién de los metabolitos de la VK la cual se
puede dividir en dos principales ramas una que termina con la sintesis de KYNA asociada
a acciones antiinflamatorias y la otra con la biosintesis de NAD+ pero con metabolitos
intermedios neuroactivos. A nivel periférico se determinaron las concentraciones de KYNA
y 3-HK en comparacion con muestras de suero de personas sanas. A nivel de SNC se
determiné KYNA y QUIN comparando con muestras de LCR de pacientes con diagndstico
no-EM. Al evaluar las concentraciones de KYNA en suero se encontraron disminuidos en
los grupos con EM comparados con los individuos sanos de manera estadisticamente

significativa.
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Figura 6. Determinacion de los niveles de KYNA en suero en voluntarios sanos, pacientes
con EMRRn, EMP y EMPt. Los datos son representados por los valores independientes
para cada muestra y la linea representa la mediana. Se realiz6 una prueba Kruskal-Wallis

seguida de una prueba de Dunns.
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Como se muestra en la figura 6, los niveles de KYNA disminuyen en suero correspondiente
al grupo EMRRn, EMP y EMPt al comprarlos con el grupo de voluntarios sanos. La
reduccién en los niveles de KYNA fue de un 40 a un 75 % comparado con el grupo de

voluntarios sanos.

Continuando con la evaluacién de segunda rama de la VK. La cantidad de muestras
evaluadas disminuyé dado que esta medicién fue realizada con el volumen de suero
sobrante de la determinacibn de KYNA. Sin embargo, se encontré diferencia
estadisticamente significativa al comparar la concentraciéon de 3-HK en suero entre los
grupos con EMP y EMPt contra los individuos sanos. Sorprendentemente en los pacientes
que sabemos fueron tratados antes de la fecha de toma de muestra tuvieron niveles

elevados al comparar contra los individuos sanos.
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Figura 7. Determinacion de los niveles de 3-HK en suero en voluntarios sanos, pacientes
con EMRRn, EMP y EMPt. Los datos son representados por los valores independientes
para cada muestra y la linea representa la mediana. Se realizé una prueba de Kruskall

Walllis seguida de Dunn.

La concentracion de 3-HK representada en la figura 7, evidencié una elevacion en los
niveles de 3-HK en todos los grupos de EM respecto a los voluntarios sanos; sin embargo,
solo alcanzé significancia estadistica en el grupo EMP (p= 0.0033) y en EMPt (p=0.0011).
Hasta este punto fue posible evaluar los metabolitos de la VK de manera periférica en

comparacion con los controles sanos.
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Continuamos con la evaluacion de los metabolitos de la VK a nivel de SNC con la
determinacion de los niveles de KYNA en LCR. En esta comparacion no se conté con LCR
de personas sanas por lo que la comparacion es con pacientes que no tenian diagndstico
de EM.

LCR
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Figura 8. Determinacién de los niveles de KYNA en LCR en pacientes control, pacientes
con EMRRn, EMP y EMPt. Los datos son representados por los valores independientes
para cada muestra y la linea representa la mediana. Se realizé una prueba de Kolmogorov-

Smirnov, seguido de un test de Kruskal-Wallis.

En el caso de los niveles de KYNA en LCR no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas; sin embargo, se puede observar una tendencia en los pacientes con
enfermedad progresiva y enfermedad progresiva con tratamiento a una disminucion en los
niveles de KYNA respecto a los controles y la forma remitente recurrente. También se
realizaron diversos analisis entre los grupos, incluso en segmentacién por sexo y test de

Kruskal-Wallis sin obtener p estadisticamente significativa.
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Figura 9. Determinacion de los niveles de QUIN en LCR en pacientes control, pacientes

con EMRRn, EMP y EMPt. Los datos son representados por los valores independientes

para cada muestra y la linea representa la mediana. Se realizé una prueba de Kolmogorov-

Smirnov y test de Kruskal-Wallis

En la determinaciéon de QUIN en LCR se realiz6 test de Kruskal-Wallis sin obtener p

significativa. Se observd una disminucion de las concentraciones de QUIN al comparar el

grupo no-EM en comparacién con el grupo con enfermedad progresiva sin tratamiento, pero

sin alcanzar una p significativa. Cabe resaltar que esta comparacion es con pacientes y no

con individuos sanos lo cual puede influir en las diferencias significativas.

Tabla 2. Niveles de KYNA y 3-HK en suero, asi como KYNA y QUIN en LCR en los
diferentes grupos de estudio. Media £ SEM.
Grupo Suero LCR
[KYNA] [3-HK] [KYNA] [QUIN]
fmol/uL pmol/uL fmol/uL nmol/uL
Sano 10.48 0.047 (£0.01) NC NC
(x2.47) ' o
no-EM NC NC 2.54 (£1.5) 0.29 (x0.03)
+
EMRRN 4.48 5;1'09) 0.41 (+0.18) 2.19 (x0.85) 0.31 (x0.03)
+
EMP 3.83 E;O'SO) 0.52 (+0.08)** 0.73 (£0.13) 0.29 (+0.02)
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MFI

2.52 (+0.29) 0.73 (+0.07)

*% *%*

EMPt 1.25 (+0.53) 0.35 (+0.03)

Abreviaturas: NC no cuantificado.
Diferencia estadisticamente significativa respecto a individuos sanos 0 no-EM: **

En la tabla anterior se resumen las determinaciones de los metabolitos y la caracterizacion
bioquimica de los diferentes subgrupos de pacientes con Esclerosis Mdltiple en
comparacion con individuos sanos dentro de los posible y comparaciones con pacientes
no-EM.

Dada la influencia de un ambiente proinflamatorio sobre la VK al inducir IDO y que en la EM
una de las hipo6tesis mas fuertes es una etiologia autoinmune que se caracteriza por una
inflamacién constante a nivel de SNC, decidimos determinar los niveles de citocinas

proinflamatorias en LCR.

7.3 Resultados Inflamatorios
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Figura 10. Perfil de citocinas en LCR de pacientes con Esclerosis multiple (EMRR) y
Esclerosis Mdltiple progresiva (EMP). En azul se muestran valores independientes de
pacientes con EMRR. En rojo se muestran valores independientes de mediciones en

pacientes EMP. En lineas negras se muestra promedio de los valores.
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Se cuantifico en LCR las citocinas antinflamatorias: IL-4 e IL-10. Para las citocinas
proinflamatorias se tomaron en cuenta la IL-6 y TNF-a (Figura 10). Se demostro
significancia estadistica al comparar el grupo EMP con EM en la medicién de IL6 siendo
incrementada en el primer grupo. Lo anterior no se replicdé con los pacientes EMPt que
pudieron estar influidos por el tratamiento; sin embargo, al comparar los niveles de TNF-a
se observd una tendencia hacia la elevacién tanto en el grupo EMP como en el grupo EMPt
en comparacion con el grupo EMRRnN aun cuando no alcanzé la significancia estadistica.
Lo anterior sugiere que existe un ambiente proinflamatorio mas pronunciado en el grupo de

EMP e incluso en los tratados se mantiene una elevacion de los niveles de TNF-a.

La compleja interaccion entre la VK y un ambiente proinflamatorio en pacientes con EM ha
revelado diferencias significativas en los metabolitos periféricos. Esto sugiere que podria
haber variantes genéticas que, aunque sean frecuentes en la poblacién en general,
predisponen a los pacientes con EM a una forma progresiva de la enfermedad al modificar
la VK en respuesta a la inflamacién cronica. Para explorar esta posibilidad, decidimos
investigar las variantes en genes relacionados con el metabolismo del triptéfano, con el
objetivo de caracterizar la presencia de variantes en el metabolismo del triptéfano en

pacientes con EM.

7.4 Resultados Genéticos

Una vez que habiamos analizado las alteraciones en los metabolitos de VK en sujetos con
EM, analizamos las variantes en genes del metabolismo del tripté6fano en estudios de WES
publicos de pacientes con EM. Usamos 14 archivos fasta de la base de datos SRA. Del
experimento SRP124937 fue una familia en trio de origen Marroqui siendo el caso indice el
hijo. SRP199159 fueron 3 familias italianas; La familia A un matrimonio no consanguineo,
en el cual el individuo I-1 fue diagnosticado con EMP a los 39 afios con un EDSS de 6, el
individuo 1-2 femenino se reportd sana, en la descendencia el individuo II-3 un masculino
con EMRR de inicio a los 36 afios con EDSS de 1 y el individuo 11-4 femenino con EMRR
de inicio a los 31 afios con EDSS de 1.5. La familia B un matrimonio no consanguineo, el
individuo I-1 masculino reportado como sano, el individuo I-2 femenino con EMRR de inicio
a los 26 anos con EDSS de 1.5, en la descendencia el individuo 11-3 masculino con EMRR
de inicio a los 24 afios con EDSS de 1y el individuo II-4 reportado como sano. La familia C
un matrimonio no consanguineo, el individuo I-1 masculino reportado como sano, el
individuo I-2 femenino con EMRR de inicio a los 48 afios con EDSS de 3y el individuo II-3

un femenino con EMRR de inicio a los 35 aflos con EDSS de 4.
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Se analizaron cuatro familias con 8 WES de casos con EM y 6 familiares sanos.
Identificamos variantes genéticas relevantes que se encuentran en genes gue codifican a
proteinas del metabolismo del triptéfano (Tabla 3) y de sus familiares sanos (Tabla 4).
Posteriormente, consultamos la base de datos gnomAD v.4 para determinar la frecuencia
alélica de las variantes genéticas. El resto de las variantes encontradas se encuentra

adjuntas en el anexo.

Tabla 3. Variantes genéticas que codifican a enzimas asociadas al metabolismo
del tript6fano en pacientes con Esclerosis Multiple
) . Aminoéci Clasifi | n
Gen Transcrito Nucledtido gnhomAD .
do cacion
0.000 1
WARS2 NM_015836.4 Cc.119G>A p.G40D 014 VUS
0.279 1
KMO NM_003679.5 €.809+142C>T NA VB
851
0.994 5
DDC NM_001082971.2 c.49A>G p.M17V VB
400
0.063 2
AFMID NM_001010982.5 c.451C>T p.R151W 853 VB
Abreviaturas: Variante de Significado Incierto (VUS), Variante Benigna (VB).

Para evaluar la presencia de estas variantes en controles sanos, analizamos los familiares
sin EM. Fue notable encontrar dos variantes genéticas de sentido equivocado con baja
frecuencia poblacional por lo que la clasificacién clinica de esas variantes es de un
significado incierto. La variante NM_003486.7:¢.920C>T no esta descrita con un fenotipo
bien establecido, se ha asociado con autismo®. La otra variante genética
NM_015836.4:c.119G>A, se encuentra en el gen WARS2 que tiene establecido el fenotipo

de desorden del neurodesarrollo con un patrén de herencia autosémico recesivo®®.

Tabla 4. Variantes genéticas que codifican a enzimas asociadas al metabolismo
del triptéfano en familiares de pacientes con Esclerosis Multiple
Gen Transcrito  Nucledtido Aminoacid gnomAD.v Clasificacié | N
o] 4 n
SLC7A5 NM_003486. ¢.920C>T p.S307L 0.0001565 VUS 1
7
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WARS2 NM_015836. ¢.119G>A p.G40D 0.0000142 VUS 1
4

Abreviaturas: Variante de Significado Incierto (VUS), Variante Benigna (VB).

Dados los hallazgos de la presencia de variantes genéticas en genes que codifican a
proteinas del metabolismo del triptéfano en pacientes con EM, decidimos explorar la
frecuencia de este tipo de variantes en poblacién mexicana. Para ello se analizé la base de
datos de pacientes mexicanos del INMEGEN, seleccionando a aquellos con fenotipo
neuroldégico, no EM. Seleccionamos las variantes genéticas mas relevantes respecto a su
efecto en la proteina y la literatura existente®® (Tabla 5). Se consulté la base de datos
gnomAD v.4 para saber la frecuencia alélica local en poblacion indigena americana y en

quienes no la tenian disponible fue tomada la frecuencia Admixture American.

La frecuencia poblacional de las variantes genéticas de la cohorte de pacientes con fenotipo
neurolégico del INMEGEN fue alta, lo que sugiere alta la probabilidad de que estas variantes
estén presentes en los pacientes que determinamos las concentraciones bioquimicas de
los metabolitos. Esto podria explicar la diferencia observada entre los pacientes con EMP
y aquellos con EM. Un ejemplo notable es la variante en el gen IDO2 el cual es inducible
ante un ambiente proinflamatorio?® y esta descrita la disminucion de la actividad enzimatica
en consecuencia de esta variante®®%’. Tanto en los pacientes con EM como en esta cohorte
de poblacibn mexicana se encontré la variante en KMO reportada en asociacion con

Esquizofrenia*® siendo de los pocos genes de la VK con un fenotipo asociado.

Tabla 5. Variantes genéticas que codifican a enzimas asociadas al metabolismo
del triptéfano en pacientes mexicanos con fenotipo neuroldgico.

Gen Transcrito Nucledtido Aminoacido AD gnomADv.4 Clasificacion
KYNU NM_003937.3 ¢.1234A>G p.K412E 0.0879* VB
IDO2 NM_194294.2 C.742C>T p.R248W 0.4821* VB
KMO NM_003679.5 ¢.809+142C>T NA 0.2683 VB
DDC NM_000790.4 C.49A>G p.M17V 0.9987 VB
Abreviaturas: Variante Benigna (VB). AD GnomAD v.4: Ancestria local de Admixed American. * Poblacion
indigena americana de la base publica gnomAD.

7.5 Modelado Molecular

Dado que se encontr6 en pacientes mexicanos con fenotipo neurolégico una variante

genética de cambio de sentido no sinénimo en el gen codificante de KYNU, el cual esta

asociado con condiciones monogénicas®®°3 con patrén de herencia autosémica recesiva
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incluyendo la hidroxikinureninuria®®°, decidimos predecir la estructura tridimensional de la
proteina con el cambio K412E. Se alineé la estructura tridimensional de la proteina Wild

Type (WT) y la prediccién con la variante KYNU:p.K412E.

P P &

Figura 11. Representacion de proteina KYNU WT con enfoque en aminoacido de K412 y
A461

Dado gue se encontré un cambio en la proximidad de la posicién 412 con la posicién 461
en la prediccion al compararla con la WT se midio la distancia entre estas dos posiciones.

Se encontré una distancia de 4 A en la prediccion de KYNU:p.K412E.
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Figura 12. Representacion de la prediccion de la proteina KYNU con enfoque en posicion
de E412. Medicion de la distancia de la posicion 412 a la 461 medido en 4 A representado

con linea punteada en amarillo

Finalmente, respecto a esta variante genética en KYNU se represento el sobrelapamiento
de las dos estructuras para evidenciar como la prediccién tridimensional de KYNU con

esta variante genera un cambio conformacional de la proteina.

Figura 13. Representacion del sobrelapamiento de la estructura tridimensional de proteina

KYNU WT vy la prediccién de la proteina KYNU:p.K412E

Dado que se encontr6 en pacientes mexicanos con fenotipo neurolégico una variante
genética de cambio de sentido no sinGnimo en el gen que codifica a la proteina IDO2. Se
predijo la estructura tridimensional de la proteina IDO2 con el cambio de la R248W. Al
realizar el modelado con grupo Hemo y la proteina IDO2 se identificaron los aminoacidos
de interaccién con el grupo Hemo en la proteina IDO2 WT sin encontrar entre ellos el

residuo R248. La distancia de R248 respecto al grupo Hemo fue de 8.8 A.
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Figura 14. Representacion de proteina IDO2 WT e interaccion con el grupo Hemo. En gris

se representan los aminoacidos que interactiian con grupo Hemo. Linea amarilla punteada:

distancia entre R248 y grupo Hemo

Al comparar los aminoacidos que interactdan con el grupo Hemo en la proteina IDO2 WT y
la proteina IDO2:p.R248W se evidencié que la R248 no interactia con el grupo Hemo
mientras que W248 probablemente lo hace ya que se encuentra 4.2 A mas cerca. Ademas,
se identific6 un cambio en la conformacion de la beta plegada en la prediccion de la proteina

respecto a la WT.
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Figura 15. Prediccion de proteina IDO2:p.R248W e interaccion con grupo Hemo. En gris
se representan aminoacidos que interactdan con grupo Hemo. Distancia entre W248 y

grupo Hemo representado en linea amarilla punteada.
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8 Discusion

Este es el primer estudio que evalta los niveles de los metabolitos del catabolismo del
triptéfano en pacientes con EM mexicanos. Para llevar a cabo esta propuesta consideramos
diversos grupos de estudio. A nivel periférico, es decir en muestras de suero, los grupos de
estudio fueron: individuos sanos, EMRRn (aquellos pacientes con EM sin tratamiento), EMP
(pacientes con EM progresiva sin tratamiento al momento de la toma de muestra) y EMPt
(pacientes con EM progresiva tratados antes de la toma de la muestra). Mientras que
cuando la muestra fue LCR se consideraron los siguientes grupos: no-EM (paciente con
enfermedad neuroldgica diferente a EM, pero con sospecha de Fistula de LCR, hipertension
intracraneal benigna, miastenia gravis ocular, polineuropatia sensitivo axonal, quiste pineal,
aneurisma de arteria cerebral media, carcinomatosis cerebral, demencia frontotemporal,
encefalitis viral, meningitis bacteriana, neurocisticercosis, oligoastrocitoma, trauma
craneoencefalico con paresia de VI nervio craneal, trastorno bipolar motivo por el cual se
recolecto la muestra de LCR), EMRRn, EMP y EMPt.

Nuestro estudio coincide con la literatura en el rango de edad mas frecuente que fue menor
a los 30 afios en el grupo de EMRRN. Asi mismo se confirma la predominancia del sexo
femenino en la frecuencia de casos en el grupo de EMRRN en concordancia con la literatura.
Este hallazgo refuerza la teoria de que la influencia del sexo juega un papel importante en
la EM. El rango de edad mas frecuente en el grupo control activo fue en mayores de 50
afos, esto debido a que los padecimientos que justifican realizar una puncién lumbar por
otras patologias que no sean EM son de edad de presentacion mas avanzada. Por ejemplo,
en el abordaje de un paciente con probable demencia, se realiza puncion lumbar, y esta

patologia suele aparecer en personas de aproximadamente 65 afios®®.

En los udltimos afos, ha incrementado el nUmero de publicaciones respecto a la VK y su
relacién con la EM. De 2019 a 2023 existen 54 publicaciones relacionadas en la base de
datos de Pubmed, mientras que desde 1945 a 2018 existen 45 publicaciones. Lo anterior
es con los términos de busqueda “multiple sclerosis” and “kynurenine pathway”. Cabe
resaltar que no se obtiene resultado al agregar latinoamerican, mexican 6 Mexico. Se sabe
que en comparacion a poblaciones caucésicas en donde es frecuente esta enfermedad, los
mexicanos somos una poblacién con un componente genético diferente a otras poblaciones
debido al mestizaje®. Por lo que es esperado que el comportamiento de la VK en los

pacientes con EM mexicanos sea diferente al de otras poblaciones.
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Dentro de las primeras publicaciones con interés por describir la relacion de la VK con EM
fueron: el trabajo publicado en 2017 por Guillemin y colaboradores, realizado en una
poblacion australiana y norteamericana, describi6 los niveles séricos de los metabolitos de
las kinureninas predominantemente en mujeres con EM. En este se buscaba un enfoque
importante en la forma progresiva de la EM y como la VK se ve influenciada en un ambiente
proinflamatorio a una mayor actividad enzimatica de IDO. Tal estudio estuvo compuesto por
tres cohortes con un total de 103 EMRR y 72 EMP con 54 controles sanos. Las muestras
analizadas fueron de suero en la mayoria de los casos, solamente en la cohorte 3 con 6
casos de EMRR y 14 de EMP se contaba con LCR. Al comparar los niveles de QUIN de los
controles sanos contra todos los subgrupos de EM; los niveles de QUIN en EM fueron
incrementados. En los pacientes con EMP se report6 la concentracion de KYNA en 50 nM
y de QUIN entre 600 nM y 750 nM. En el grupo de EMRR se reporté KYNA de 60 nM, QUIN
400 nM. No se reportaron niveles de 3-HK®’.

En la literatura existen 4 estudios respecto a los niveles periféricos de KYNA en la EM en
los cuales solo uno incluyé suero y LCR3+3%6869 En 2005, Amirkhani report6 en 8 personas
sanas con edad promedio de 33 afios y en pacientes con EM tratados con interferén beta
niveles de KYNA de 22 +3.1 nM. En los pacientes sanos se encontré que el indice K/T
disminuyd 4 horas después de la medicion basal a las 8 a.m, por lo que se sugiere un
comportamiento circadiano. Hubo una diferencia estadisticamente significativa al comparar
el indice K/T basal de los controles sanos tanto con los pacientes con EM tratados con INF
por primera vez como los que tenian un uso crénico de este tratamiento®*. En 2005, se
estudiaron a 6 hombres y 8 mujeres con EMRR con actividad de la enfermedad y un EDSS
promedio de 3 comparando con 14 voluntarios sanos (5 hombres y 9 mujeres). Este estudio
evidencié un aumento en los niveles de KYNA en los pacientes (77.12 + 5.9 nM) comparado
con los sujetos sanos (45.12 + 6.3 nM)®. En 2019, el estudio realizado por Tomosi en
mujeres hangaras con diagndstico de EMRR de dos afios de seguimiento clinico analizé 20
muestras séricas y de LCR. Tomaron en cuenta 14 controles con diagnéstico de cefalea 6
de hipertension intracraneal benigna y no observaron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracién de KYNA en suero al compararlo con los controles . En
Dinamarca, el estudio realizado por Olsson que incluyé 58 pacientes (44 mujeres y 14
hombres) con EMRRn 6 CIS (Sindrome Clinico Aislado) encontré que habia una diferencia
estadisticamente significativa en los niveles séricos de KYNA siendo incrementados

respecto a los controles sanos los cuales tenian edades entre 18 y 55 afios®.
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En nuestro estudio se evidencio una disminucion de las concentraciones de KYNA a nivel
periférico respecto a los individuos sanos en los tres subgrupos de EM. Se observo una
tendencia decreciente conforme era una mayor severidad de la enfermedad lo cual puede
estar relacionado con una mayor inactividad fisica dada la discapacidad de los grupos con
EMP. Lo anterior coincide con lo reportado en el caso de las mediciones realizadas por
Olsson con espectroscopia de masas®®. Difiere de los otros estudios dado que en nuestro
caso y el antes mencionado se midieron niveles de KYNA en suero en pacientes con
EMRRnN por lo que es lo més cercano a lo que ocurre en la enfermedad antes de ser
influenciada por el TME. Ademas, nuestro estudio aporta el hecho de abarcar pacientes con
forma progresiva, en quienes también se encontr6 una disminucion significativa en
comparacion con los individuos sanos®. Cabe aclarar que la toma de muestra del grupo
EMP fue antes del tratamiento y antes de ser diagnosticados con la forma progresiva de la
enfermedad; sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los
niveles de KYNA a nivel periférico entre el grupo EMRRn y EMP.

Los niveles periféricos de 3-HK de voluntarios sanos fueron comparados con los niveles de
los pacientes con EM. Dada la estandarizacién de la técnica para muestras de suero en
humanos en las mediciones de KYNA, no se contdé con muestra para este segundo
metabolito en algunos casos. Se tomaron en cuenta 12 voluntarios sanos, en el grupo
EMRRnN 12 pacientes, en el grupo EMP 9 pacientes y 5 EMPt. Al analizar los niveles de 3-
HK de voluntarios sanos con el grupo EMRRnN no se encontr6 diferencia estadisticamente
significativa. Sin embargo, al comprar los niveles de 3-HK de los voluntarios sanos con el
grupo de EMP y EMPt, se encontré un aumento estadisticamente significativo. Esto sugiere
un desbalance en la produccién de metabolitos de la VK con capacidad de atravesar barrera
hematoencefalica y en consecuencia favorecer la produccion de metabolitos como el acido
quinolinico el cual esta involucrado con excitotoxicidad®®. Nuestros resultados concuerdan
con el trabajo de 2017 de Guillemin, quien encontré un aumento en los niveles 3-HK a nivel

periférico en el grupo con la forma progresiva de la enfermedad respecto a los controles®’.

La VK se ramifica a partir del metabolito L-KYN hacia la producciéon de KYNA o de 3-HK,
En este andlisis de los metabolitos a nivel periférico se sugiere que la via esté dirigida a la
produccion de 3-HK en las fases progresivas de la enfermedad respecto a las personas
sanas y también al comparar el grupo EMRRnN con el conjunto de pacientes progresivos. Se
ha propuesto que 3-HK es un metabolito neurotoxico por diversos mecanismos tales como

generacion de radicales libres que inducen estrés oxidante y apoptosis!®. Los resultados
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sugieren que a nivel periférico los pacientes con elevacién de 3-HK podrian estar en
constante dafio neurotéxico que los lleve a una propension hacia la progresion de la
enfermedad. Estos resultados son coherentes con publicaciones previas que sugieren la
implicacion de 3-HK en la fisiopatologia en la EM que llevan a la progresién lo cual podria
implicar la consideracion respecto al tratamiento modificador de la enfermedad (TME) del
paciente con riesgo a una forma progresiva de la enfermedad. En la practica médica
histéricamente ha visto avances basados en estudios iniciales similares, tal como el uso de
BOC las cuales actualmente conforman un criterio diagnéstico de EM™. Por lo anterior, en
cierta literatura la concentracién de 3-HK podria considerarse como un biomarcador de la
progresién de la enfermedad™.

En cuanto a las mediciones en LCR, no es ético someter a un sujeto sano a una puncion
lumbar, por lo que el estudio se limit6é a pacientes con otro diagndstico neurolégico diferente
a EM para compararlos. Dado que KYNA no atraviesa la barrera hematoencefalica’™
podemos esperar que los niveles de tal metabolito medidos en LCR son diferentes en su

comportamiento a los encontrados en nivel periférico.

En este estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de KYNA en LCR entre los grupos de pacientes EMRRn, EMP, EMPt al
compararlos con el grupo no-EM. Dentro de los factores que pueden explicar la
discrepancia con la literatura se encuentra que la justificacion clinica para realizar una
puncién lumbar en el grupo control fue mas estricta siendo extremadamente raro que a un
joven con cefalea se le realice una puncién lumbar o que una mielopatia compresiva se
puncione antes de realizar un estudio de imagen que nos confirme ese diagndéstico. Dentro
del grupo no-EM existen pacientes con diagnostico de neurocisticercosis siendo esta una
infeccion probablemente influya en la VK; sin embargo, no existen estudios previos entre
este diagnostico y la VK que aporten datos de referencia. Por otro lado, el grupo de edad
es mayor en el grupo no-EM con un promedio de edad de 43.35 afios respecto a los
subgrupos de EM cuyo promedio de edad mas alto es de 35.13 afios en el grupo EMP.

Las primeras mediciones en LCR del metabolito KYNA fueron realizadas en 2002 en
poblacién polaca por Rejdak quien incluyé 20 pacientes en remision con diagnostico de
EMRRnN y 6 con EMP cuyos niveles de KYNA en LCR fueron comparados con niveles de
16 pacientes con enfermedades inflamatorias (meningitis virales) encontrando niveles de

0.67 pmol/mly en 23 pacientes con enfermedades no inflamatorias del SNC, siendo 15 con
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diagnéstico de polineuropatia idiopatica y 5 con mielopatia espondilética. No hubo
diferencias en las concentraciones de KYNA en LCR entre EMRRn y EMP. Al comparar los
niveles de KYNA en el grupo de enfermedades no inflamatorias del SNC (0.67 pmol/ml) y
el grupo EMRR se encontraron niveles de KYNA en LCR significativamente disminuidos
(0.41 pmol/ml) en este Ultimo grupo®. Lo anterior coincide con el trabajo de Tomossi quien
report6é niveles disminuidos de KYNA en LCR en pacientes con EMRR de dos afios de
seguimiento (0.5 nM) siendo estadisticamente significativa al compararlo con el grupo
control con 0.9 nM cuya n fue de 9 y fueron diagnosticados con cefalea e hipertension
intracraneal benigna®. Lo anterior contrasta con los resultados 5 afios después por el
mismo Radjak cuando repiti6 las mediciones en pacientes ahora en recaida siendo 20
pacientes con EMRR y 10 controles en dénde report6 elevacion de los niveles de KYNA en
LCR estadisticamente significativa®'. Ante el panorama anterior se han realizado hip6tesis
acerca de la elevacion de KYNA en LCR como un mecanismo neuroprotector en los
pacientes con EMRR durante la actividad de la enfermedad cuyo nivel disminuye durante
etapas de remision; sin embargo, ese efecto no se ha evidenciado en las formas

progresivas.

En 2016, el trabajo de Aeinehband analiz6 los niveles de KYNA en LCR en dos cohortes.
En la primera cohorte fueron 38 pacientes con EMRRn con niveles de 2.0 nmol/L. En los
grupos controles fueron 20 pacientes con niveles de 2.1 nmol/L quienes tenian otro
diagndstico neurolégico con RMI normal; dentro de estos los diagnésticos fueron: vértigo,
ansiedad, sindrome post conmocional, alteraciones sensitivas inespecificas, neuroastenia
y paresias relacionadas a alcohol. Un segundo grupo control incluy6é a 13 pacientes con
enfermedad neuroinflamatoria reportando niveles de 6.8 nmol/L; los diagnésticos de este
grupo fueron los siguientes: encefalitis herpética, Lupus Eritematoso Sistémico,
Leucoencefalopatia multifocal progresiva y enfermedad desmielinizante no especificada.
En la segunda cohorte fueron 48 pacientes con EMRR con menos de 5 afios de diagndstico
por lo que en esta segunda cohorte 39 pacientes no habian sido tratados y el resto si habia
estado bajo TME. Al realizar la division en subtipos de la EM reportaron 14 en forma
progresiva en los cuales encontraron niveles de KYNA de 3.6 nmol/L en los que tenian
mayor tiempo del diagnostico. En este estudio se concluyé que los niveles de KYNA en LCR
se reportaron elevados en la actividad de la enfermedad y disminuidos en la remisién de la
enfermedad respecto a sus grupos control; también reportaron niveles elevados de KYNA
en el subgrupo de EMP respecto al grupo control mas no asi con el grupo de enfermedades

neuroinflamatorias®’. En nuestro estudio entre los grupos no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas en los niveles de KYNA a nivel de SNC, lo que podria estar

relacionado con el diagnéstico de los pacientes no-EM.

En nuestro estudio, las concentraciones de QUIN a nivel central al comprar entre grupos,
no se evidencié una diferencia estadisticamente significativa. Las hipétesis acerca de las
elevaciones de QUIN en pacientes con EM se encaminan a la neurotoxicidad de este
metabolito, que podria alterar la remielinizacion e incluso se ha llegado a proponer como
un biomarcador de recaida o progresion® 7%, Los niveles de QUIN a nivel central tienen
efectos neurotéxicos; sin embargo, no existe diferencia estadisticamente significativa entre
el grupo de EMP y EMP, lo cual podria sugerir un mecanismo de neurodegeneracion en el

cual no impacta el tratamiento administrado.

En los trabajos de Aeinehband se ha estudiado la concentracion de QUIN en LCR
encontrando que durante las recaidas los pacientes con EMRR elevan los niveles de QUIN
en promedio en 22.7 (+2.3) nmol/L”™. Mientras tanto, en los trabajos de Tomosi se ha
reportado que los niveles de QUIN, al comparar pacientes con EMRR contra controles se
ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa®®. La mediciéon a nivel central
de este metabolito representa un desafio clinico y ético dado que la forma de obtencion de
muestra de LCR, puncién lumbar, es un procedimiento invasivo. Por tal razén, el panorama
completo sobre las concentraciones de QUIN en SNC esta limitado a la primera medicién
diagndstica de la enfermedad, desconociendo el comportamiento de estos metabolitos en

el tiempo en los subtipos de EM.

En nuestro estudio se encontr6 un incremento de las citocinas proinflamatorias en el grupo
progresivo siendo estadisticamente significativo para la IL-6. En estudios previos se reportd
la concentracién de IL-6 en 8.7 pg/ml, TNF-a 1.87 pg/ml, IL-10 0.82 pg/ml e IL-4 0.23 pg/mi
en pacientes con EMRR?’; sin embargo, no se ha caracterizado en pacientes con EMP en
el estudio previo mencionado. En 2017 el equipo de Lim, se midieron citocinas
proinflamatorias reportaron IL-2 en 17 pg/ml e IL-7 en 13 pg/ml, ademas de una correlacion
positiva entre INF-y y la concentracién de QUIN®’. Lo anterior sugiere un desequilibrio hacia
las citocinas proinflamatorias y perfiles de citocinas inflamatorios por subtipo de EM. En
pocas ocasiones se han reportado mediciones de citocinas en pacientes con EM que han
sido tratados, por lo que es valiosa los niveles de citocinas en este subgrupo que no fue

diferente estadisticamente de los otros.
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En genes que codifican a proteinas de la VK se han descrito variantes genéticas que estan
asociadas a autismo, discapacidad intelectual, trastornos del neurodesarrollo, EM y
esquizofrenia®6485455.74.75 En algunos casos estas variantes cuando son clasificadas como
patogénicas se han asociado con condiciones monogénicas con patron de herencia
autosémico recesivo en fenotipos severos, tales como Hidroxikinurinuria (OMIM #236800).
En otros casos las alteraciones genéticas indican asociacién y no una relacién causal entre
las variantes genéticas (en su mayoria clasificadas como benignas) y las respectivas
enfermedades. La primera vez que se establecié una asociacion de un gen que codifica a
una enzima en la VK con la EM fue en 2009 con un andlisis de desequilibrio de ligamiento
en regiones fuera de los HLA*"48,

En nuestro estudio se identificaron variantes genéticas en dos grupos analizados
independientes a los que se analiz6 la concentracion de las enzimas de la VK. En el primer
grupo son WES publicos de pacientes de origen marroqui e italiano con EM y el segundo

grupo en pacientes mexicanos con fenotipo neurolégico.

En pacientes con EM y pacientes mexicanos con fenotipo neurolégico se encontré la
variante NM_003679.5:¢.809+142C>T, que se localiza en el gen que codifica a la enzima
KMO vy tiene una alta frecuencia en poblacién americana. En algunos trabajos se asocié
con el riesgo de Esquizofrenia* y depresién®. Sin embargo, la asociacion de esta variante

genética con EM no ha sido estudiada.

En pacientes con EM y en pacientes mexicanos con fenotipo neurolégico se encontré la
variante NM_001082971.2:c.49A>G, la cual se localiza en DDC, que codifica para la enzima
DOPA descarboxilasa. Esta enzima es crucial para la biosintesis de los neurotransmisores
dopaminay serotonina, ya que cataliza la descarboxilacion de la L-DOPA a dopamina y del
5-hidroxitriptéfano a serotonina. Estos neurotransmisores desempefian papeles clave en
diversos procesos neuroldgicos, como la regulacion del estado de animo, la recompensa y

el control motor.

En la familia A del estudio SRP199159 en los individuos II-4 y IlI-3 con EM se encontré la
variante genética en WARS2 que produce un cambio de glicina por acido aspartico en la
posicion 40 afectando un residuo altamente conservado. La funcion de este gen codifica la
triptofanil-ARNTt sintetasa mitocondrial, responsable de la ligacion del triptéfano a su ARNL.

La variante genética WARS2:p.G40D es clasificada como de significado incierto pero dadas
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las caracteristicas de este cambio y la baja frecuencia poblacional podria tener una

tendencia hacia la patogenicidad.

En pacientes con EM se encontrd la variante genética NM_001010982.5:¢.451C>T que
codifica la enzima arilformamidasa; sin embargo, el impacto en la funcién enzimatica de

esta variante no ha sido estudiado.

Con respecto al segundo grupo, que incluye a pacientes mexicanos con un fenotipo
neuroldgico, identificamos dos variantes que dado su impacto en la proteina y su frecuencia
alélica alta en poblacién americana se predijo la estructura tridimensional de la proteina con

la variante genética.

En primer lugar, identificamos en pacientes mexicanos con fenotipo neuroldgico la variante
NM_003937.3:¢.1234A>G localizada en KYNU da lugar a la sustitucion de K412E. Aunque
esta variante no ha sido asociada con fenotipos neurolégico ni EM en pacientes mexicanos,
se ha reportado que este cambio de aminoacido no sin6nimo tiene una asociacion
significativa con la hipertension esencial en la poblacién China Han. Las distribuciones de
alelos y genotipos de esta variante mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes hipertensos y los controles normotensos. En particular, la asociacién en
el andlisis de subgrupos de hombres sugiere una posible susceptibilidad genética especifica
de cada sexo a la hipertensiéon mediada por esta variante’®. En la prediccion de la proteina
se encontré un cambio en la interaccién entre los aminoacidos en la posicién 412 y 461 al
comparar la proteina WT con la prediccion de la consecuencia en la proteina de esta
variante genética; sin embargo, el efecto en la actividad enzimatica de este cambio no ha
sido estudiado. Dado que la posicion 412 afecta una regién cercana a la arginina en la
posicion 434 la cual ayuda en la estabilizacidon del piridoxal-5-fosfato podria modificar la

afinidad por este cofactor y con ello la actividad catalitica’.

En segundo lugar, en pacientes mexicanos con fenotipo neuroldgico se encontré la variante
NM_194294.2:c.742C>T localizada en IDO2, que codifica para la enzima indoleamina 2,3-
dioxigenasa 2. La variante da lugar a la sustituciéon R248W en la proteina IDO2, la cual se
ha relacionado con una reduccién de la actividad catalitica de la IDO2%. En una cohorte
italiana no se observaron diferencias significativas en la distribucion de la variante R248W
entre los pacientes con EM y los controles sanos, ni se asocio con la edad de inicio o la

progresién de la enfermedad en la EM®. Mientras que en un estudio de la poblacién China
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Han, la variante R248W aument6 el indice Trp/Kyn®’. Por lo que esto podria explicarse dada

la participacion de diferentes genes modificadores poblacionalmente especificos.

En 2006, por cristalografia de IDO se describieron los aminoécidos que interactian con el
grupo Hemo y por cinética enzimatica cambios de aminoacido que afectan las constantes
de disociacion respecto a la WT?8, Se identificd que en la prediccién de la proteina del
cambio K248W genera un cambio en los aminoacidos que interactian con el grupo Hemo.
Por lo que, se requieren mas estudios de esta variante genética frecuente en poblacion
indigena americana para conocer si tiene un efecto en el metabolismo del triptéfano en el
contexto proinflamatorio de los pacientes con EM. Respecto a esta variante se evidencia la
importancia de estudios poblacionales especificos en poblacion mexicana dada la amplia

variabilidad en fenotipos y poblaciones.

Variantes genéticas de la poblacion mexicana en genes que codifican a proteinas en el
metabolismo del triptéfano podria influir en un contexto proinflamatorio de la EM dando una
predisposicion a formas progresivas de la enfermedad con una consecuencia a nivel

periférico y central.
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Figura 15. Resumen de discusion. En el escenario de pacientes se muestra el
comportamiento de metabolitos a nivel periférico donde la elevacion de 3-HK a nivel
periférico genera una mayor concentracion de sustrato a nivel central y como consecuencia
mayor elevacion de QUIN ante un ambiente proinflamatorio predominante en IL-6 y TNF-
alfa. Lo anterior produce dafio como dafio mitocondrial directo, peroxidacion lipidica y

excitotoxicidad.

En este estudio piloto hemos obtenido resultados coherentes con la literatura evidenciando
gue en la poblacién mexicana con EM también podria estar involucrada la VK. Dentro de
las fortalezas de nuestro estudio se encuentra la medicion a nivel de SNC de metabolitos
clave de la VK. Ademas, se analizaron muestras de pacientes con EM naive asi como de
pacientes con la forma progresiva de la enfermedad y tratados, lo cual nos da una

perspectiva sobre el impacto de los tratamientos actuales en el metabolismo de la VK.

Dentro de las limitaciones de nuestro trabajo se encuentra, que en este estudio de
caracterizacién, no contamos un nimero de muestras que nos permitan tener suficiente
poder estadistico poblacional. Tampoco se obtuvieron muestras de controles con
diagnésticos similares a los de la literatura cientifica, cuyos criterios son mas laxos para

realizar una puncion lumbar, lo cual puedo haber influido en el analisis estadistico.
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9 Perspectivas

Un factor que recientemente ha tomado relevancia en el estudio de la VK en esta
enfermedad es el sobrepeso y obesidad que de acuerdo con trabajos de Zimmer ha descrito
que la actividad de la VK se encuentra incrementada de manera sistémica en pacientes con
sobrepeso y obesidad llevando a una acumulacién de los metabolitos; sin embargo, esto
no correlacion6 con progresion o aumento en la escala de discapacidad’. Esta variable que
nosotros no tomamos en cuenta dada la falta de informacién en las notas médicas. Otro
factor que valorar en posibles estudios futuros seria la variable de actividad fisica la cual
activa la VK de manera periférica hacia la rama de produccion de KYNA generando un
posible beneficio en la rehabilitacién de estos pacientes tal como se cometa en el ensayo
clinico NCT03652519 realizado también por Zimmer y publicado en Neurology en 20217°.
Por lo anterior, se requieren mas estudios para esclarecer si en la poblacién mexicana con

EM podria estar involucrada la VK.

Como se sospechaba por estudios de ancestria®, el comportamiento de la EM en pacientes
mexicanos podria estar influenciada por el componente genético que predisponga a formas
progresivas de la enfermedad.
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10 Conclusiones
Las concentraciones de los metabolitos de la VK en pacientes mexicanos con EM son

diferentes a individuos sanos en la periferia.
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Anexo

Variantes genéticas en genes del metabolismo del triptéfano en pacientes con EM

Gen Transcrito Aminoéacido Nucleétido gnomAD Clinvar
AFMID NM_001010982.5 NA €.259+20G>T 0.06510943 VB
GOT2 NM_002080.4 p.Val76= c.228T>G 0.70450658 VB

KMO NM_003679.5 NA €.809+142C>T 0.27985138 VB
HAAO NM_012205.3 NA c.81-10C>T 0.79595017 VB

ACMSD NM_138326.3 NA €.677-112C>T 0.59792805 VB

DDC NM_001082971.2 NA c.876+84G>A 0.77113092 VB
AFMID NM_001010982.5 NA €.154+19C>T 0.199846 VB
TPH1 NM_004179.3 NA €.804-7C>A 0.33868402 VB
AFMID NM_001010982.5 NA €.260-30T>C 0.69148463 VB

IDO1 NM_002164.6 NA €.423-90C>T 0.28114602 VB
TPH1 NM_004179.3 NA C.-26-1642T>A 0.65104133 VB

IDO1 NM_002164.6 NA €.857-28G>A 0.37822437 VB

DDC NM_001082971.2 NA €.945-23T>G 0.54913974 VB
WARS NM_004184.4 NA €.99+3142G>C 0.75159174 VB
KYAT1 NM_004059.5 NA €.439-19A>G 0.63944292 VB
TPH2 NM_173353.4 p.Ala375= C.1125A>T 0.54811603 VB
WARS NM_004184.4 NA €.99+3033A>G 0.68440968 VB
WARS NM_004184.4 NA €.99+3172G>A 0.25328246 VB
ARNT NM_001668.4 p.Vall89= c.567G>C 0.41805837 VB
KYAT3 NM_001008661.3 p.Ser245= c.735C>T 0.42121717 VB

DDC NM_001082971.2 p.Metl7Val Cc.49A>G 0.99440032 VB
TPH2 NM_173353.4 p.Pro312= €.936A>G 0.57777047 VB
GOT2 NM_002080.4 p.Val346Gly c.10377T>G 0.74241829 VB

AADAT NM_016228.4 NA €.963-7T>C 0.6095497 VB
SLC3A2 NM_001013251.3 NA C.760-41A>G 0.80282337 VB
AFMID NM_001010982.5 p.Argl51Trp c.451C>T 0.06385354 VB
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Abreviaturas: VB Variante Benigna de acuerdo con la clasificacion clinica de la ACMG.
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