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RESUMEN

Universidad Nacional Auténoma de México
Division de estudios de posgrado
Facultad de Medicina
Instituto Mexicano de Seguro Social

UMAE. Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI.

“Biomarcadores moleculares en Esclerosis Multiple”

Tesis que presenta: Dra. Luisa Melina Espaillat Solano para obtener el titulo de la Especialidad
de Neurologia.

Asesores: Dra. Brenda Bertado Cortes, Dra. Paola Garcia De La Torre.

UMAE. Hospital de Especialidades CMN Siglo XXI.

Antecedentes:

La esclerosis multiple (EM) es un trastorno inflamatorio, progresivo y degenerativo del sistema
nervioso central que afecta principalmente a la sustancia blanca, provocando desmielinizacién y
degeneracion axonal, con un curso recurrente-remitente, seguido a menudo por discapacidad
progresiva secundaria; conduciendo inevitablemente a deficiencias en las actividades de la vida
cotidiana y de la capacidad funcional.

El curso de la EM se ha podido estudiar mediante la presencia y nimero de lesiones en el cerebro
medido por resonancia magnética. La activacion del sistema inmune en respuesta a la EM puede
predecir el curso de la enfermedad cuando ésta es mas agresiva. Ademas, varias proteinas se han
estudiado como potenciales predictores del desarrollo de la enfermedad; estos biomarcadores tienen
el potencial de dar informacién cuantitativa, sensible y confiable acerca de la EM.

Entre estos biomarcadores, se encuentran BDNF y Tau. Tau se ha estudiado como una proteina
marcadora de dafio axonal, mientras que los cambios en BDNF se han asociado a la
neuroproteccién. Ambos marcadores son potenciales predictores de la progresion de la EM, sin
embargo ningun estudio ha sido contundente y algunos son contradictorios. En este estudio
pretendemos asociar los cambios en la concentracion de estas proteinas con relacion al tratamiento,
sexo y/o edad del paciente. EI nimero de pacientes con el que se contara para este estudio otorgara
un resultado confiable y el hecho de ser un estudio multidisciplinario ayudara a relacionar todos los
aspectos de esta enfermedad neurodegenerativa.

Justificacion:

A la fecha no existen marcadores moleculares que ayuden ya sea al diagnéstico temprano de la
Esclerosis Mdltiple o que predigan su progresion.
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Dado que la progresién de esta enfermedad, al igual que muchas otras, es muy variable
dependiendo del paciente resulta indispensable el estudio de uno o varios marcadores que ayuden a
definir el prondstico del paciente.

Planteamiento del problema:

» Dado que la progresion de esta enfermedad, al igual que muchas otras, es muy variable
dependiendo del paciente resulta indispensable el estudio de uno o varios marcadores que
ayuden a definir el pronostico del paciente.

* Ademas la proteina BDNF se ha relacionado con la proteccion neuronal, existe la posibilidad
de que pueda servir como marcador de la progresion de la EM.

» Por ello, en este trabajo se pretende estudiar la proteina BDNF, como posible marcador
biolégico de la progresion de la EM.

Hipotesis:

e La proteina BDNF es un marcador molecular para la Esclerosis Mdltiple.

Objetivo:

o Determinar la presencia de proteina BDNF en suero de pacientes con Esclerosis Mdltiple, y
relacionar el contenido con el sexo y edad del paciente.
e Establecer si BDNF en sangre periférica es un buen biomarcador de la progresion de la EM.

Material y métodos:

Para este protocolo se pretende reclutar a pacientes con EM y a un niumero similar de sujetos control
(de la misma edad y sexo). Se determinard si tienen esclerosis multiple basandose en los criterios de
McDonald 2010. Previa autorizacion y firma de consentimiento informado, se extraera sangre a los
participantes para realizar las pruebas moleculares pertinentes a este estudio. Se medir4 mediante
ELISA, la cantidad de BDNF en sangre periférica. Observaremos si existen diferencias entre los
pacientes con EM y los sujetos control, asi como la relacién de los mismos con el tratamiento.

Resultados:

Se procesaron las muestras de sangre periférica de 20 pacientes y 20 controles observandose una
menor cantidad de BDNF en los pacientes con Esclerosis Mdltiple, asi mismo se observé una
tendencia a disminucion de BDNF en los pacientes mayores de 40 afios y una disminucion
significativa en los pacientes de sexo masculino.

Discusién y conclusién:

Los resultados obtenidos coinciden con lo ya reportado observando una disminucion de los niveles
de BDNF en los pacientes con Esclerosis Multiple, pero llama la atencion que los pacientes de sexo
masculino y los de mayor edad tengan mayor alteracion de la proteina BDNF lo que puede estar en
relacion al peor prondstico y evolucién de los pacientes de sexo masculino, asi como al tiempo de
evolucién de la enfermedad. Se necesitan realizar mas estudios para tratar de determinar si existe
una relacién en cuanto al tiempo de evolucidn con Esclerosis Mdltiple, asi como la posible relacion
con el tratamiento.
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INTRODUCCION.

La esclerosis mdltiple (EM) es un trastorno inflamatorio, progresivo y degenerativo del sistema
nervioso central que afecta principalmente a la sustancia blanca, provocando desmielinizacion y
degeneracion axonal, con un curso recurrente-remitente, seguido a menudo por discapacidad
progresiva secundaria; conduciendo inevitablemente a deficiencias en las actividades de la vida

cotidiana y de la capacidad funcional (1, 2).

La frecuencia de la EM tiene evidente variacién geografica; es menos habitual en los paises
ecuatoriales y se vuelve progresivamente mas comun conforme a la distancia del ecuador en ambos
hemisferios. Aproximadamente un millén de personas de entre 17 y 65 afios tiene Esclerosis Mdltiple
a nivel mundial, considerandose la causa mas comun de incapacidad neuroldgica no traumatica en

adultos jovenes (3, 4).

La prevalencia de la EM en México ha ido aumentando de 10 a 13 veces; en 1970 se reportd que de
cada 100,000 habitantes, 1.6 manifestaban EM mientras que actualmente la prevalencia se ubica en
12 a 15 por cada 100,000 (5). Cabe resaltar que éstas cifras no incluyen a poblacién indigena debido
al escaso acceso al sector salud que tienen éstas comunidades, sin embargo, se estan llevando

estudios en poblacién huichol, cuyos resultados alin se encuentran pendientes de publicacion.

En nifios y adultos, la Esclerosis Mdltiple afecta mas a las mujeres con una frecuencia dos veces
mayor que a los hombres; esta diferencia aumenta al doble durante la pubertad, entre los 13 y 15
afios, lo que sugiere que las hormonas sexuales tienen un papel detonador de la enfermedad (6). En
cuanto a la raza, se ha observado que afecta a cada raza de manera distinta, y se ha sugerido que
existe un fenotipo diferente para cada una de ellas. Hasta ahora el principal factor de riesgo para
desarrollar EM es tener antepasados del norte de Europa (7). Los afroestadounidenses nacidos en
cualquier parte de Estados Unidos y que frecuentemente son producto de la mezcla de razas, tienen
un riesgo de desarrollar EM relativamente mayor que los nativos de Africa (8), donde la enfermedad
es muy rara. También en Estados Unidos, las personas con ancestros asiaticos tienen menor

frecuencia de EM que el resto de la poblacion (9).
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Variedades de la EM

Las lesiones tipicas de la EM estan representadas por placas de color gris o rosado,
en las cuales se evidencia pérdida de mielina y ausencia de oligodendrocitos, en
asociacion con infiltrados inflamatorios constituidos por células T, células B, células
plasmaticas y macrofagos activados o células microgliales (10). La lesion del
oligodendrocito representa el evento inicial del proceso desmielinizante y el

fendmeno inflamatorio es una consecuencia de este.

El primer evento en la patogenia de la EM es la activacion de las células T CD4 auto
reactivas fuera del sistema nervioso central (SNC), ya sea a través del
reconocimiento de un antigeno especifico o por respuestas desencadenadas por
semejanza molecular inducidas por infecciones, o bien en forma no especifica a
través de mecanismos mediados por citosinas u otras células (11). Como
consecuencia de su activacion, los linfocitos T adquieren la capacidad de clonarse y
expandirse, producir diferentes citosinas e incrementar la expresion de moléculas de
adhesion o integrinas a su superficie. Esta Ultima alternativa les permite a los
linfocitos T interactuar con moléculas complementarias presentes en las células

endoteliales, atravesar el espacio perivascular y alcanzar asi el SNC (12).

Los linfocitos T activados pueden atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) e
ingresar en el SNC o en el espacio subaracnoideo independientemente de su
especificidad antigénica. Sin embargo, solo las células que encuentran un antigeno
especifico quedan retenidas en el parénquima encefalico y pueden iniciar un
proceso inflamatorio local. Los mecanismos moleculares que conducen a este
proceso de migracion a través de la BHE involucran una serie de pasos, tales como

una adhesion débil de los leucocitos a las células endoteliales a través de
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interacciones mediadas por selectinas e hidratos de carbono, la activacién de
leucocitos a través de quimosinas que estimulan receptores de proteina G y la

migracién del leucocito a través del endotelio de la BHE (13, 14).

La migracioén celular a través de la BHE requiere ademas de la degradacion de la
membrana basal. Este proceso estd mediado por metaloproteinasas, proteasas
inducidas por células T involucradas en la remodelacion de la matriz extracelular en
condiciones fisiolégicas y patoldgicas (15). Por otra parte, las metaloproteinasas
participan en el fraccionamiento de moléculas precursoras de citosinas

proinflamatorias, dafio directo a la vaina de mielina y la induccion de lesion axonal.

Las células T que llegan al SNC son reactivadas al reconocer al antigeno especifico
unido al complejo mayor de histocompatibilidad presente en los atrocitos o en las
células de la microglia activadas (16). En un ambiente apropiado, los linfocitos CD4
se diferencian a un patrén Th1 o Th17 y secretan interferén vy, interferén a, IL-17 e
IL-6; esto induce un dafio directo a la vaina de mielina, promueven desmielinizacion
mediada por accion celular y activan macréfagos, astrocitos y células microgliales,
las cuales expresan el factor de necrosis tumoral alfa en las lesiones activas (17,
18). Ademas, se han implicado en la patogénesis de la desmielinizacion a linfocitos
B, perforina y calpaina (substancias solubles), asi como alteraciones en el

metabolismo del glutamato y la presencia de 6xido nitrico (19, 20).

La EM se puede incluir dentro de un espectro heterogéneo de enfermedades
desmielinizantes inflamatorias del sistema nervioso central que varian de acuerdo
con su presentacion clinica, nUmero y tamafio de las lesiones, y estudio patologico.

No existe un cuadro caracteristico de la EM. La enfermedad puede iniciar desde la
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infancia hasta la sexta década de la vida aunque frecuentemente empieza alrededor

de los 30 afios. Las diferentes formas clinicas pueden variar de una persona a otra.

El curso clinico del a EM tiene dos fenbmenos; la exacerbacién, que es la aparicion
o0 empeoramiento de los sintomas de disfuncién neuroldgica con duracion mayor a
24 horas que puede estar asociado a presencia de infecciones, fiebre o stress; y la
progresion, que se refiere al deterioro progresivo de 0.5 en la escala de EDSS por

un minimo de seis meses (21).

Segun la severidad se puede clasificar la EM como benigna o maligna. En la
benigna, el paciente permanece completamente funcional después de 15 afios del
inicio de la enfermedad mientras que en la maligna, el curso de la enfermedad
presenta una rapida progresion con discapacidad significativa de varios sistemas

neurolégicos o muerte en un corto periodo luego del inicio de la enfermedad (22).

Las variedades de presentacion son las siguientes:

1. Esclerosis Multiple recurrente-remitente (RR): se caracteriza por episodios de
disfuncidon neurolégica seguidos de un grado variable de recuperacion, sin
progresion entre las exacerbaciones. Esta variedad representa el 85% de los
casos de EM y puede presentarse como sindrome neuroldgico aislado con un
curso que puede ser variable segun las exacerbaciones que presente el
paciente. Con el tiempo los periodos de recurrencia se hacen mas severos y
Se asocian a una recuperacion menos completa, eventualmente los pacientes
presentan una fase mas progresiva de la enfermedad en la que hay
empeoramiento de los sintomas sin periodos de recuperacion (23, 24)

2. Esclerosis Mdltiple secundariamente progresiva (SP): tiene un inicio

recurrente-remitente, seguido de progresion con o sin exacerbaciones. Esta
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variedad se puede presentar luego de un tiempo variable de EMRR,
observandose que 3 de cada 4 pacientes a los 25 afios del inicio de la
enfermedad evolucionan a EMSP.

3. Esclerosis Mudltiple primariamente progresiva (PP): hay progresion de la
enfermedad desde un inicio. Esta se observa en entre el 7% y el 20% de los
pacientes (segun la serie consultada). Esta variedad suele presentarse a
edades mayores, con presencia de pocas lesiones en imagen de resonancia
magnética.

4. Esclerosis Mdltiple progresiva-recurrente (PR): su curso es de progresion
continua desde el inicio de la enfermedad con exacerbaciones bien definidas,
con o sin recuperacion completa (25)

Manifestacion Clinica

La manifestacion clinica de los sintomas en la EM es de alta complejidad ya que en
algin momento de su evolucion hay una variabilidad de sintomas que catalogarse
en tres niveles. El primario son los sintomas causados directamente por la
desmielinizacion en el encéfalo y medula espinal (fatiga, debilidad, espasticidad,
ataxia, temblor, trastornos esfinterianos alteraciones cognoscitivas, disfuncion
sexual y dolor) los cuales, si no son tratados o son atendidos inadecuadamente,
devienen en complicaciones llamados sintomas secundarios, como la manifestacion
de contracturas, escaras y osteoporosis. Finalmente, los sintomas terciarios son
consecuencias sociales y psicolégicas de los sintomas primarios y secundarios e
incluyen problemas psicoafectivos, laborales, legales etc. (26,27). Investigaciones
acerca de las consecuencias sociales de ésta enfermedad sefialan, que las

alteraciones cognoscitivas y de los sintomas mencionados, ocasionan que un 70%



Pagina |9

de la poblacion que padece EM por tiempo prolongado, se encuentre desempleada,

divorciada y aislada socialmente (28).

Se han creado multiples escalas para la medicion del deterioro y la discapacidad,
siendo la mas usada la escala de John F. Kurtzke (EDSS: expanded disability status
scale) (26). En esta escala se consideran 10 puntos de valor, segin 8 grupos
funcionales que incluyen valoracion de funciones piramidales, funciones
cerebelosas, funciones de tallo, funciones sensitivas, funcion intestinal y vesical,
funcién visual y Optica, funciones cerebral y mental, y otras funciones, donde se
considera la presencia de cualquier otro hallazgo atribuible a la EM. Los puntos se
otorgan segun el grado de discapacidad en cada sistema funcional, y la capacidad
de deambulacion, siendo 0 un examen neurolégico normal, 2 a 4 grados de
discapacidad leve, moderada y severa respectivamente, pero siendo el paciente
ambulatorio. A partir del grado 4 las puntuaciones se otorgan segun el paciente
amerite ayuda para la deambulacién; 9 si esta confinado a la cama y por altimo 10 si

el paciente fallece por EM.

La EM es una enfermedad polifacética que puede variar desde ser asintomatica
(20% de los casos) hasta presentarse de forma agresiva fulminante, por lo que el
curso de la enfermedad tiende a ser impredecible en la mayoria de los casos. En
ocasiones, la enfermedad comienza con un sindrome agudo, monofasico y
monorregional que se conocen como sindromes neuroldgicos aislados, los cuales
segun las caracteristicas de presentacion, evolucionaran con mayor 0 menor riesgo

de desarrollo de EM.

Los sintomas pueden ser mdultiples siendo los mas frecuentes de las

manifestaciones iniciales (hasta en el 33%) los sintomas sensitivos. Estos se
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pueden presentar en forma de parestesias, hormigueos, dolor o signo de Lhermitte,
llegando a presentarse hasta en el 90% de los pacientes durante el curso clinico de
la enfermedad. Otros sintomas iniciales de la EM son la amaurosis unilateral (16%),
el déficit motor lentamente progresivo (9%), el déficit motor agudo (5%), la diplopia
(7%) o polisintomatico (14%). En cuanto a las alteraciones visuales, se dice que
mas del 80% de los pacientes presentard durante el curso de la enfermedad,
alteraciones visuales y que en el 50% de los casos éstas constituyen la primera
manifestacion de la enfermedad (29), pudiendo afectar cualquier parte de la via

Optica.

Los sintomas y signos motores por disfuncion de la via corticoespinal son
notablemente comunes en la EM, siendo mas frecuente la afeccion de miembros
pélvicos por la frecuencia de lesiones en los tractos motores descendentes de la
medula espinal. Generalmente, la debilidad en las extremidades y la espasticidad
van acompafados de un sindrome piramidal con hiperreflexia y respuesta plantar

extensora.

Las alteraciones cerebelosas pueden surgir en cualquier momento de la
enfermedad, aunque su aparicion en el inicio es poco frecuente. Cuando aparecen,
suelen ser persistentes y acompafar el resto del cuadro clinico produciendo mucha

discapacidad por las alteraciones funcionales que conlleva.

Ademas, estos pacientes pueden llegar a presentar alteraciones psiquiatricas,
observandose la depresién hasta en un 75% de los casos, siendo el suicidio la
causa de muerte hasta en el 15% de los casos. Hay que considerar que las terapias
con interferon3 o esteroides son capaces de producir depresion y labilidad

emocional.
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Hay otros sintomas que, aunque no pueden clasificarse dentro de los sistemas
funcionales, son comunes e importantes en la EM. Entre estos, la fatiga es el
sintoma clinico mas comun descrito por los pacientes, presentandose en el 76-85%
de los pacientes y que puede ocasionalmente ser el sintoma de inicio de la
enfermedad. Otros sintomas que se asocian de forma menos frecuente al inicio de
la enfermedad, y que se han observado en menos del 5% de los pacientes, son los
sintomas vesicales, dolor, movimientos anormales, alteraciones de la funcion

cortical y demencia.

Las alteraciones cognoscitivas en la EM se han descrito desde 1877, sin embargo la
relevancia de las mismas no se habia estudiado hasta fechas recientes ya que se
consideraban poco frecuentes y en un estadio avanzado de la enfermedad. La
escasa evidencia de lesiones corticales en estos pacientes es otro factor importante

gue desvia la atencion y estimacion del diagnostico cognoscitivo (30).

Tratamiento

Existen dos tipos de farmacos utilizados para el tratamiento de la EM; farmacos de
primera linea (interferones y acetato de glatiramer) y farmacos de segunda linea
(mitoxantrona, natalizumab, fingolimod). El interferéon forma parte de una extensa
familia de proteinas que intervienen en defensa del organismo contra infecciones,
regulacion de la proliferacion celular y modulacion de la respuesta inmune (31). Se
conocen dos tipos basicos de interferones, el tipo | (a y B) que es secretado por
leucocitos y fibroblastos respectivamente y que inducen la respuesta a infecciones
virales; y el interferdn tipo Il (y) que es sintetizado por linfocitos T o por células NK

involucradas en la deteccion de células infectadas por la presentacion de antigenos.
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Hay dos formas de interferon B que estan en uso desde hace mas de una década.
El interferon B1%, que es producido de las lineas celulares de ovario de hamster
chino (32) y es similar al interferéon B humano nativo, y el interferon B1b, que es
producido en una linea celular de Escherichia coli (33). Ensayos clinicos han
demostrado que ambas formas de interferon beta reducen la actividad y la severidad

del proceso de la enfermedad de EM (34, 35).

El acetato de glatiramer (AG) es la alternativa principal al interferon B en el
tratamiento de la EM y consiste en una mezcla de cuatro aminoacidos (4cido
glutdmico, lisina, alanina y tirosina). Se considera que el AG cambia el equilibrio del
sistema inmunologico de un perfil proinflamatorio o uno antiinflamatorio, siendo este

un antigeno para el sistema inmune que induce el cambio de Thl a Th2 (36, 37).

Biomarcadores en EM

El curso de la EM se ha podido estudiar mediante la presencia y nimero de lesiones
en el cerebro medido por resonancia magnética. De igual forma, las anormalidades
de los potenciales evocados en el paciente se han asociado a un incremento en el
riesgo de una progresion de la enfermedad. La activacion del sistema inmune en
respuesta a la EM también se ha visto predice el curso de la enfermedad cuando
ésta es mas agresiva. Por Uultimo, varias proteinas se han estudiado como
potenciales predictores del desarrollo de la enfermedad. Estos biomarcadores tienen
el potencial de dar informacion cuantitativa, sensible y confiable acerca de la EM por

lo que su estudio es prometedor (38).
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BDNF

BDNF (factor neurotrofico derivado de cerebro; brain derived neurotrophic factor) es
una neurotrofina que, entre otras cosas, promueve la sobrevivencia neuronal y
potencia la proliferacion de oligodendrocitos y la mielinizacion. Los oligodendrocitos
mielinizan los axones del sistema nervioso central y con ello aseguran la
propagacion rapida de las sefiales eléctricas. La pérdida de oligodendrocitos y de la

mielina causa, entre otras patologias, la esclerosis multiple.

En relacibn a la EM, Azoulay y su equipo encontraron que las células
mononucleares de los pacientes con EM secretan menor cantidad de BDNF.
Sugieren entonces que esta disminucion se deba a la existencia de un mecanismo
deficiente de regulacidén de la respuesta inmune en estos pacientes ya sea por un
estado exhausto de las células inmunes por el intento continuo de reparar y
regenerar el tejido neuronal dafiado, o por la inhibicibn de su funcion
neuroprotectora (39). La reduccion de los niveles de BDNF en sangre de pacientes
con EM puede deberse entonces a una reduccion en la proteccion del tejido por
BDNF o a un incremento en el consumo de BDNF por parte del SNC como

consecuencia del dafio al tejido en este padecimiento (39).

Por otra parte, Linker (40) propone un papel protector endégeno del BDNF en el
sistema nervioso con inflamacion cronica, con un papel funcional en la proteccion
directamente de los axones. Este grupo encuentra una sobreexpresion de TrkB en
los axones desnudos de las lesiones caracteristicas de la EM en un modelo murino
de esta enfermedad, y proponen que la expresion de BDNF y de su receptor TrkB
estd regulada bajo condiciones neuroinflamatorias. Asimismo, logran disminuir la

severidad de la enfermedad en los ratones mediante inyecciones de células T que
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sobre-expresan BDNF y sugieren que esto se debe a una proteccion axonal directa
por parte de este factor. Concordantemente, se ha observado un incremento en la
mielinizacion de axones en lesiones de la médula espinal en ratas, mediado por el
trasplante de fibroblastos que producen BDNF. Esto mediante la proliferacién de
oligodendrocitos, probablemente enddgenos, que permiten la remielinizacion de los

axones regenerados (41).

En estudios relacionados con los efectos beneficiosos de ciertos medicamentos se
ha encontrado un incremento en los niveles de BDNF. Por ejemplo, se atribuye la
eficacia de Laquinimod, un medicamento cuya substancia activa es el linomide, a un
incremento en la produccion de BDNF (42). Ademas, los niveles de BDNF de
pacientes con EMRR tratados con acetato de glatiramer son similares a los de los
controles y elevados comparados con los pacientes tratados con interferon j3,
sugiriendo que este tratamiento confiere un efecto neuroprotector mediante el

incremento de los niveles de BDNF en el sistema inmune (43).
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JUSTIFICACION

A la fecha no existen marcadores moleculares que ayuden ya sea al diagnostico
temprano o a la prediccion de la progresion de la esclerosis multiple. Dado que la
progresion de esta enfermedad, al igual que muchas otras, es muy variable
dependiendo del paciente resulta indispensable el estudio de uno o varios

marcadores que ayuden a definir el prondstico del paciente asi como el tratamiento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que la progresion de esta enfermedad, al igual que muchas otras, es muy
variable dependiendo del paciente resulta indispensable el estudio de uno o varios

marcadores que ayuden a definir el prondstico del paciente asi como el tratamiento.

Dado que el decremento de BDNF en sueros de pacientes se ha visto relacionado
con una disminucion de la proteccién neuronal, existe la posibilidad de que este

pueda servir como marcador de la progresion de la EM.

Por lo que en este trabajo se pretende estudiar a esta proteina en suero de
pacientes diagnosticados con EM y compararla con controles para comprobar su

posible utilidad como marcador bioldgico de esta enfermedad.
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PREGUNTA DE TRABAJO

¢Puede considerarse a la proteina BDNF como marcador biologico de la progresion

de la EM?
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HIPOTESIS

El BDNF es un marcador molecular util para el diagnostico de la progresion de la

Esclerosis Mdltiple.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de BDNF en suero de pacientes con Esclerosis Multiple en

relacién a sujetos control.

Establecer si el BDNF en sangre periférica es un buen biomarcador de la progresion

de la EM.

Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de BDNF en suero de pacientes con Esclerosis
Multiple.

e Comparar la cantidad de BDNF en pacientes con EM contra sujetos control y
determinar si hay o no diferencias.

e Analizar si los cambios observados, de haberlos, en la cantidad de BDNF en

suero se correlacionan con la edad, el sexo y el tratamiento del paciente.
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MATERIAL Y METODOS

e Disefio experimental:
Se trata de un disefio observacional, cuantitativo y transversal. Las variables
independientes son el sujeto control, edad y sexo; las dependientes son la

medicion del factor BDNF.

e Pacientes

Pacientes del Servicio de Neurologia, Hospital de Especialidades, Centro Médico
Nacional Siglo XXI, seran incluidos en este estudio. Los pacientes fueron
diagnosticados con esclerosis multiple de acuerdo a los criterios de McDonald

2010 (anexo 1).

Se incluira en este estudio Unicamente a pacientes que acepten participar y que
firmen la carta de consentimiento informado de acuerdo a los estatutos

establecidos por la comision de ética de esta institucion.

o Criterios de INCLUSION:
= Sujetos con diagnodstico de esclerosis mdultiple de acuerdo a
McDonald 2010
= Pacientes mayores de 18 y menores de 55 afios
= Independiente de tratamiento
o Criterios de EXCLUSION:
= Sujetos con otras patologias autoinmunes
Se incluird a pacientes controles de edad y sexo pareados sin sintomas o reportes
de lesiones primarias en el sistema nervioso central o deterioros cognoscitivos

detectados previamente.
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Toma de muestra de sangre.
Se tomaran 5ml de sangre periférica mediante puncién venosa y se mantendran
en un tubo BD Vawtainer® con EDTA K2 (7.2mg). Las muestras se

centrifugaran a 2000g por 10min y se guardaran a -80°C para su uso futuro.

Determinacion de niveles de BDNF en sangre.
Se realizara la detecciéon mediante ELISA. La sangre, completamente coagulada
se centrifugard a 2000g durante 10 minutos, se guardard el suero en un

ultracongelador hasta que la muestra sea procesada.

Estadistica
Se utilizara una ANOVA simple para la comparacion de cantidad de BDNF en
sangre entre grupos. La significancia estadistica se considerara cuando el nivel

de probabilidad sea menor a 0.05.
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ASPECTOS ETICOS

Los principios éticos en los que se basa esta investigacion estan de acuerdo a la
legislacion nacional e internacional sobre investigacion en seres humanos. La
extraccion de sangre, puede ocasionar algo de dolor o malestar debido a la
introduccion de la aguja. Cualquier padecimiento ocasionado por la toma de

muestras seré atendido por el médico especialista.

Se pedira a cada sujeto involucrado firmar la carta de consentimiento informado
(anexo 3) en la que autorizara la toma de muestras biologicas (sangre). Todos los
procedimientos estan de acuerdo con las normas éticas, con el reglamento de la Ley
General de Salud en materia de Investigacion para la Salud y con la Declaracion de

Helsinki de 1975 enmendada en 1989.
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RESULTADOS:

Se incluyeron en el estudio 20 pacientes con diagndstico de Esclerosis Multiple y 20 sujetos control.
Se realizd una ANOVA simple entre grupos (pacientes y controles) y no se encontraron diferencias
significativas (F(1,38)=2.36; P>0.05), encontrandose una concentracion media de BDNF menor en los

pacientes con Esclerosis Multiple de 1.174 Vs 1.502 en los controles (figura 1).

ANOVA Table for Con. BDNF
Row exclusion: MS.svd
DF Sumof Squares Mean Square F-Value P-Value
Categoria 1 1.072 1.072 2.360 .1328
Residual 38 17.263 454
Model Il estimate of betw een component variance: .031

Means Table for Con. BDNF
Effect: Categoria
Row exclusion: MS.svd
Count Mean Std. Dev. Std. Err.
Esclerosis 20| 1.174 .636 142
Control 20 | 1.502 .710 .159

1.8 -
1.6 ]

1.4 1
1.2 A

B Esclerosis
[] control

Cell Mean

o N M o @™
1

Con. BDNF

Figura 1. Al comparar a los pacientes (barra negra) con los sujetos control (barra

blanca) encontramos que no hay diferencias significativas entre estos.
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En relacién a la edad, se dividieron los grupos en menores y mayores de 40 afios, y no se

encontraron diferencias significativas al realizar una ANOVA simple entre grupos (F(1,17)=.203;

P>0.05), observandose niveles de BDNF en jovenes de 1.162 y en viejos de 1.047 (Figura 2).

ANOVA Table for Con. BDNF
Row exclusion: MS.svd

DF  Sumof Squares Mean Square

F-Value P-Value

GRUPO POR EDAD 1 .058 .058 .203 .6581
Residual 17 4.886 .287
Model Il estimate of betw een component variance: «
One case w as omitted due to missing values.
Means Table for Con. BDNF
Effect: GRUPO POR EDAD
Row exclusion: MS.svd
Count Mean Std. Dev. Std. Err.
JOVEN 7| 1162 .358 135
VIEJIO 12| 1.047 .612 A77
One case w as omitted due to missing values.
1.4 A
1.2 A ]
l -
3
g 8 7 B Joven
= ] vielo
O .6 1
A4 7
2 7
0 .

Con. BDNF

Figura 2: Al comparar grupo joven (barra negra) contra grupo viejo (barra blanca) no

se encontraron diferencias significativas.
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Se decidio entonces realizar la division de los grupos por sexo, en donde en el
grupo de pacientes con Esclerosis Multiple observamos una mayor disminucion de
los niveles de BDNF en el sexo masculino en relacién al sexo femenino como se
observa en la figura 3, se encontraron diferencias significativas al realizar una
ANOVA simple entre sexos del grupo EM (F(1,18)= 3.879; P:0.0645)

ANOVA Table for Con. BDNF
Row exclusion: MS.svd
DF Sumof Squares Mean Square F-Value P-Value
Sexo 1 1.361 1.361 3.879 .0645
Residual 18 6.315 .351
Model Il estimate of betw een component variance: .102

Means Table for Con. BDNF
Effect: Sexo
Row exclusion: MS.svd

Count Mean Std.Dev. Std. Err.
Femenino 11| 1.410 713 215
Masculino 9 .886 391 .130

1.8 7
1.6 1
1.4 A
1.2 A

I Il Fenenino
[ Masculino

Cell Mean

o N dM o @™
1

Con. BDNF

Figura 3. Se observa una diferencia significativa entre el grupo de sexo femenino

(barra negra) y el grupo de sexo masculino (barra blanca).
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Por el contrario, en el grupo control se observo una relacion inversa con menores
niveles de BDNF en el sexo femenino (1.258 Vs 2.070), como se observa en la
figura 4 observandose significancia estadistica en los resultados mediante la
realizacion de una ANOVA simple (F(1,18)=7.317; P<0.05).

ANOVA Table for Con. BDNF
Row exclusion: MS.svd
DF Sumof Squares Mean Square F-Value P-Value
Sexo 1 2771 2771 7.317 .0145
Residual 18 6.817 379
Model Il estimate of betw een component variance: .285

Means Table for Con. BDNF
Effect: Sexo
Row exclusion: MS.svd
Count Mean Std.Dev. Std. Er.

Femenino 14 | 1.258 .631 .169

Masculino 6| 2.070 573 234
2.5 7

2.25 1 'I
2
1.75 A

B Femenino
[ Masculino

Cell Mean
-
N [
= 01 O
\

NN
a o a
L

o
I

Con. BDNF

Figura 4. Se observan menores niveles de BDNF en controles de sexo femenino

(barra negra) en comparacion con controles del sexo masculino (barra blanca).
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Al comparar estos resultados entre si, encontramos que hay diferencias en la
cantidad de BDNF encontrado en suero de hombres con Esclerosis Multiple

comparado con los sujetos control pero no en las mujeres.

2.5 7
2.25 A
2 -

=

\I

a1
1

Femenino, Esclerosis
Femenino, Control

Masculino, Esclerosis

Cell Mean
|_\
N |
= O1 O
1

Masculino, Control

N LN
a o o
1 1 1

Con. BDNF

En las comparaciones del sexo masculino se observaron valores menores de BDNF
en relacidn a los sujetos control 0.886 Vs 2.070 (Figura 6) y una ANOVA simple
mostro que hay diferencias significativas entre estos grupos (F(1,13)= 22.918;
P<0.05), en tanto que en el sexo femenino se observaron valores similares entre el
grupo de pacientes y el grupo control 1.410 Vs 1.258 (Figura 7) y no hubo
diferencias entre grupos al aplicar una ANOVA simple a los datos (F(1,23)= 0.320;
P>0.05).
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ANOVA Table for Con. BDNF
Row exclusion: MS.svd

DF Sumof Squares Mean Square F-Value P-Value

Categoria 1 5.050 5.050 22.918 .0004
Residual 13 2.865 .220
Model Il estimate of betw een component variance: .671

Means Table for Con. BDNF
Effect: Categoria
Row exclusion: MS.svd

Count Mean Std.Dev. Std. Err.
Esclerosis 9 .886 391 .130
Control 6| 2.070 .573 .234

N
o
)

2.25 A '[

=

~

a N
1 1
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] control

Cell Mean
[N
N =
= 01 O,
L

N LN
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o
i

Con. BDNF
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Con. BDNF

ANOVA Table for Con. BDNF
Row exclusion: MS.svd
DF Sumof Squares Mean Square F-Value

B Esclerosis
[] control

P-Value

Categoria 1 .143 .143 .320

5773

Residual 23 10.267 446

Model Il estimate of betw een component variance: ¢

Means Table for Con. BDNF
Effect: Categoria
Row exclusion: MS.svd

Count Mean Std. Dev. Std. Err.
Esclerosis 11| 1.410 713 .215
Control 14| 1.258 .631 .169
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DISCUSION:

Los resultados de este estudio muestran que los pacientes con Esclerosis Mdltiple
tienen en general una cantidad similar de BDNF en suero comparado con sujetos

control.

Al realizar una comparacién entre edades (mayores y menores de 40 afios) no
encontramos diferencias en los pacientes con Esclerosis Mdltiple, un dato
interesante ya que la predisposicion de edad si es muy marcada para un grupo de
edad en los 15 y 45 afios. Al encontrar nosotros que no hay diferencia entre grupo
de edad, establece que esta alta incidencia de la enfermedad en gente joven es
dependiente posiblemente de este marcador (BDNF), sin embargo dado que el
BDNF es una proteina que se ha visto relacionada con proteccion neuronal (39),
existia la posibilidad de encontrar cambios con la edad.

Es bien conocido ya que existen factores pronosticos en la Esclerosis multiple, tanto
clinicos, analiticos, de imagen y genéticos; comentandose el sexo en donde los
pacientes de sexo femenino se han relacionado a mejor prondstico, la edad de inicio
en donde el inicio en menores de 35 afios se relaciona a mejor pronostico a
diferencia de los pacientes con curso progresivos que suelen iniciar a edades mas
avanzadas, la evolucion clinica en la cual pacientes que inician con afeccion
cerebelosa, motora o esfinteres tienen peor prondstico y esto en relacion a mayor

discapacidad y transformacion mas rapida a una forma progresiva.

Sin embargo los hallazgos mas llamativos se observan cuando se diferencian los
grupos en femenino y masculino. Al realizar esta separacion pudimos observar una
disminucién de los niveles de BDNF en los pacientes de sexo masculino de una
forma significativa. Sin embargo, los pacientes femeninos parecen tener un nivel de

BDNF en suero similar a los de sujetos control.

Los resultados encontrados, con mayor alteracion en los hombres pueden estar
relacionados con lo documentado en la literatura en relacion al peor pronéstico en
este género, ya que dentro de los factores de mal prondstico se comenta el sexo
masculino, la afeccion cerebelosa, la edad y la cercania entre el primer y segundo
ataque; en nuestro caso podria corresponder el hecho de encontrar menores

cantidades de BDNF en el sexo masculino a diferencia del sexo femenino indicando
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una posible causa de la peor evolucion que tienen estos pacientes; siendo esto un
dato importante sobretodo en tratar de entender la etiologia de la enfermedad
ademas de la comentada en la literatura de los factores ambientales, infecciosos
genéticos e inmunes que se proponen y pudiendo estos hallazgos entrar en conflicto
con el posible papel protector hormonal que se ha descrito ya que observamos que
en el sexo femenino los niveles de BDNF fueron similares a los sujetos control por lo
gue cantidades adecuadas de BDNF podrian ser un factor protector en el sexo
femenino que condicione una evolucion mas benigna de la enfermedad,
concordando con la literatura que describe al BDNF como una neurotrofina que
promueve la sobrevida axonal y potencia la proliferacion de oligodendrocitos y la

mielinizacion.

Estos resultados, aunque no son definitivos, son alentadores ya que marcan dos
pautas importantes. Una que el BDNF en suero puede ser un marcador del
prondstico de la enfermedad en hombres. En segundo lugar, es de interés el hecho
de que existan diferencias entre hombres y mujeres ya que nos habla de que hay

una evolucion distinta dependiente de sexo de la enfermedad.

Es necesario ampliar el nimero de muestras para que el estudio tenga una validez
mayor y ademas consideramos pertinente el evaluar mas marcadores, ya
reportados o no, tanto para ver si esta relacionado con el prondéstico de la
enfermedad y para seguir en la busqueda de diferencias entre hombres y mujeres
con el fin de determinar si el proceso por el cual la Esclerosis Mdltiple evoluciona es
diferente dependiendo del sexo, esto abriria las puertas para direccionar los
tratamientos dependiendo de los marcadores como se hace ya en otras

enfermedades.
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