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Glosavio

Espasticidad: Es un trastorno motor del sistema nerviosoen el que
algunos musculos se mantienen permanentemente contraidos. Dicha contraccion
provoca la rigidez y acortamiento de los musculos e interfiere sus distintos
movimientos y funciones (deambulacién, manipulacion, equilibrio, habla, deglucion,
etc.).

Gliosis: Es una respuesta de las células gliales del sistema nervioso central luego de
una lesiéon o trauma cerebral. Durante este proceso se forman cicatrices en el
cerebro como resultado de la liberacion de astrocitos en la parte del cerebro que ha
sido lesionada o dafiada.

Fasciculaciones: Son pequefas e involuntarias contracciones musculares, visibles
bajo la piel y que no producen movimiento de miembros, debidas a descargas
nerviosas espontaneas en grupos de fibras musculares esqueléticas.

Hiperreflexia: Es la exaltacion o aumento de los reflejos osteotendinosos, es por lo
tanto el fenémeno contrario a la disminucibn de los mismos que se
denomina hiporreflexia. Puede estar ocasionada por diversas enfermedades, una de
las mas frecuentes es la lesion de la via piramidal.

Anartria: Es un tipo de trastorno del lenguaje caracterizado por la imposibilidad de
articular los sonidos. La persona afectada comprende lo que se le dice, lo puede leer,
pero le resulta imposible pronunciar la palabra que lee. La anartria est4 causada por
una lesion cerebral focal localizada en el nucleo lenticular.

Sialorrea: También conocida como ptialismo o hipersalivacion y se caracteriza por la
produccion excesiva de saliva o flujo salival. Se sugiere definirlo como una
exacerbacion del reflejo es6fago-salivar.

Afectacion pseudobulbar: es un cuadro que se caracteriza por la presencia de una
expresion emocional exagerada o inapropiada en relacion con el contexto y que
cursa tipicamente con episodios de risa y de llanto

Cifosis: Incremento de la curvatura raquidea de la convexidad posterior del raquis
dorsal, o aparicion de una curvatura de convexidad posterior en la region lumbar o
cervical.

Signo de Babinski: También conocido como reflejo plantar, sirve para conocer el

grado de madurez cerebral o si existe alguna patologia nerviosa, esto mediante la



estimulacién de la planta del pie, viéndose reflejado en una contraccion de los dedos
del pie (abriéndose a manera de abanico).

Sigho de Hoffman: Es un signo de afectacion de la via puramidal que se genera por
afectacion de extremidades superiores. Como respuesta a la estimulacion se

produce la flexion del dedo estimulado o de otros dedos.
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Resumen

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa que se
caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas motoras, conllevando a una pardlisis y
degeneracidon muscular progresiva. Actualmente la ELA se ha posicionado como la
tercera enfermedad neurodegenerativa mas frecuente en el mundo. El diagnéstico de
ELA se realiza por las caracteristicas clinicas, electromiografia, neuroimagen y genética.
Sin embargo, no existen moléculas indicadoras que permitan realizar un diagnostico
asertivo y presintomatico de la enfermedad. Aunado a esto, la toma de muestras implica
generalmente técnicas con alto grado de invasion (como biopsias de mauasculo y
punciones lumbares). Por lo que el abordaje protebmico a partir de muestras con un
menor grado de invasién es una opcién para conocer las moléculas y los mecanismos
que participan en el desarrollo de la ELA. El objetivo de este trabajo fue determinar
mediante analisis protedmico la expresion diferencial de proteinas en plasmas de
pacientes con ELA. Para realizar esto se analizaron 20 plasmas de pacientes con
diagndstico de ELA y 20 plasmas de individuos sanos, las muestras se analizaron por 2-
DE PAGE y los spots se analizaron mediante espectrometria de masas para
posteriormente ser identificados. También, se determiné la actividad proteolitica de las
MMP en plasma de pacientes y controles. En el analisis proteémico se observo en
promedio 37 proteinas diferencialmente expresadas, de las cuales 14 se identificaron.
De estas proteinas, la serpina-1, clusterina, ankirina-1 y la proteina asociada a nucleo
accumbens han sido poco caracterizadas en la ELA. Las proteinas identificadas
participan en procesos como desregulacién génica, neuroinflamacion, activacion de la
glia, desregulacion de la actividad proteolitica, agregacion de proteinas, detoxificacion
celular y metabolismo de lipidos; pudiendo contribuir asi en el desarrollo de la
enfermedad. Ademas la actividad proteolitica fue significativamente mayor en los
plasmas de los pacientes con ELA con respecto a individuos sanos, encontrando que a
mayor actividad proteolitica, el cuadro clinico (como evolucion, funcionalidad y severidad

de la enfermedad) se ve afectado de igual forma.




Ubstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by
a progressive loss of motor neurons, leading to progressive paralysis and muscular
degeneration. ALS has become currently as the third most frequent
neurodegenerative disease around the world. The diagnosis of ALS is made by
clinical characteristics, electromyography, neuroimaging and genetics. However,
there are no indicator molecules that allow an assertive and presymptomatic
diagnostic. In addition to this, sampling usually involves high degree invasion
techniques (such as muscle biopsy and lumbar puncture). Proteomic approaches
from samples with a lower invasion degree are essential to know molecules and
mechanisms involved in the development of ALS. The aim of this study was to
determine the differential expression of proteins in plasma of ALS patients by
proteomic analysis. In this study 20 plasmas from ALS patients and 20 plasmas from
healthy individuals were analyzed, the samples were analyzed by 2-DE PAGE and
the peptides spots were analyzed by mass spectrometry and then identified. The
proteolytic activity of MMP-9 in plasma from patients and controls was also
determined by zymograms and correlated with the clinical characteristics of each
patient. The proteomic analysis showed 37 differentially expressed proteins of which
14 had differential expression in all the analyzed patients, these proteins were
identified. Four of these 14 proteins were serpina-1, clusterin, ankyrin-1 and the
nucleus accumbens-associated protein; all proteins were poorly related in ALS cases
according to the literature. Identified proteins were involved in processes such as
gene deregulation, neuroinflammation, glial activation, proteolytic activity
deregulation, protein aggregation, cellular detoxification and lipid metabolism;
allowing in this way the development and the disease progression. In addition, a
significantly higher proteolytic activity was found between the plasma from ALS
patients and healthy controls, which means that the high proteolytic activity will be
reflected in clinical manifestations (such as evolution, functionality and severity of the

disease).




1. Intraduccidn

1.1Enfermedades neurodegenerativas.

La neurodegeneracion es un fendmeno que ocurre en el sistema nervioso central
(SNC) a través de hallmarks asociados a la pérdida de la estructura y funcion
neuronal. La neurodegeneracibn es observada en eventos patoldgicos vy
mayoritariamente se denominan como “enfermedades neurodegenerativas” (Chen et
al., 2016).

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) son entidades definidas como
trastornos que se caracterizan por una pérdida selectiva de neuronas las cuales
comprometen sistemas funcionales definiendo una presentacion clinica (Kovacs,
2014). Estos trastornos son de naturaleza multifactorial y tienen signos
neuropatolégicos caracteristicos en comun, asi como una serie de procesos
bioquimicos anormales (Cacciatore et al.,, 2012). En las EN la patologia no se
extiende de un &rea de cerebro a las areas vecinas. En cambio, la propagacion sigue
patrones especificos de la enfermedad que se asemeja a la arquitectura de las redes
de conectividad cerebral (Yates, 2012). Aunque estas enfermedades presentan
manifestaciones clinicas muy similares (dependiendo parcialmente de la regién del
cerebro que est4d afectada), comparten algunas caracteristicas en comun,
presentando molecularmente los hallmarks de la neurodegeneracion, que incluyen la
formacion y deposicion aberrante de proteinas mal plegadas, disfuncion sinaptica,
estrés oxidativo, procesos autofagicos deficientes, inflamaciéon y muerte neuronal
(Chiara et al., 2012).

Las EN involucran también la combinacién de predisposiciones genéticas y
factores ambientales, desencadenando el incremento del estrés relacionado con la
edad y la disfuncion de la proteostasis en las neuronas afectadas (Saxena & Caroni,
2011).

Las EN son cada vez mas comunes y este aumento en su incidencia se presenta
como resultado del aumento de la esperanza de vida y los cambios demograficos de
la poblacién (por ejemplo, el envejecimiento), a medida que nuestra poblacion
envejece, una mejor comprension de estas enfermedades sera vital para el

desarrollo de terapias mas eficientes, en pro de la lucha contra los costos




personales, sociales y econdmicos que implican estas entidades clinicas
(Skovronsky et al., 2006). De este modo el conocimiento de los mecanismos a nivel
molecular de estas enfermedades contribuya al desarrollo de nuevos avances

terapéuticos (Nieoullon, 2011).

1.2 Esclerosis Lateral Amiotrofica

Dentro de las EN, las enfermedades de neurona motora (NM) son un grupo de
trastornos heterogéneos que se caracterizan por debilidad muscular y/o paralisis
espastica. El término enfermedad de NM se va a referir a entidades que resultan en
una degeneracion progresiva de las NM lo que conlleva a una pérdida severa de las
neuronas motoras inferiores (NMI) y superiores (NMS) (Dion et al., 2009; Tiryaki &
Horak, 2014).

En el afio de 1869 el médico francés Jean Martin Charcot realiz6 la primera
descripcién en un grupo de pacientes con enfermedad de NM, y fue hasta el afio de
1875 que acuiio el término de Esclerosis Lateral Amiotréfica (Kumar et al., 2011). La
Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) también referida como enfermedad de neurona
motora, puede ser definida como una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por una debilidad muscular progresiva, la cual es debida a la pérdida de la integridad
neuromuscular, en donde los nervios periféricos se acortan por la degeneracion de
neuronas motoras (Talbot, 2002; Silani et al., 2011). Dicha pardlisis progresiva
conlleva a la muerte generalmente por afecciones respiratorias después de los 3-5
afios de que aparecen los primeros sintomas (Al-Chalabi et al., 2012). La incidencia
maxima de la ELA se sitla entre los 60 y 70 afios de vida, sin embargo, actualmente
se han descrito casos de inicio temprano, juveniles (Sabetelli et al., 2016) e infantiles
(Aggarwal & Shashiraj, 2006). La ELA debe su nombre debido a un endurecimiento
de la parte anterior y lateral del tracto corticoespinal (esclerosis lateral) donde las NM
de esas areas se degeneran y son remplazadas por gliosis. Por otro lado, la
amiotréfia se refiere a la atrofia de las fibras musculares, conllevando a la debilidad
de los musculos afectados y a fasciculaciones. La ELA es una enfermedad
progresiva e incurable, el tratamiento farmacéutico por excelencia es el Riluzole, el
cual impide la estimulacion de receptores glutamatérgicos incrementando la

sobrevivencia de 3-5 meses (Silani et al., 2011).




En la ELA existen dos formas de presentacion, la forma familiar (ELA familiar), que
representa entre un 5-10% de todos los casos, la cual se hereda generalmente con
un patrén de herencia autosémico dominante, y por otro lado, aquellas formas en las
gue no se encuentra una historia familiar y a las que se presuponen un origen
esporadico (ELA esporadica), siendo esta la forma mas frecuente, representando
entre 90-95% de los casos (Renton et al., 2014).

1.2.1 Neuropatologia en la ELA.

Como parte del espectro neuropatologico, en la mayoria de cerebros con ELA se
observa atrofia de las raices de nervios anteriores. En algunos casos se presenta
atrofia del giro precentral (Figura 1). En pacientes con demencia, la atrofia de la
corteza frontal y temporal se hace presente, y se relaciona al traslape ELA-Demencia
Frontotemporal (DFT). Ademas de las anormalidades en materia gris, la reduccién en
materia blanca también es observada, particularmente en el tracto corticoespinal
(Saberi et al., 2015).

La degeneracion de los sistemas de las NM superiores e inferiores es la principal
caracteristica patologica de la ELA, sin embargo, existe evidencia de que el proceso
neurodegenerativo también se presenta en el sistema de neuronas no motoras,
incluyendo al sistema limbico, los ganglios basales y la zona intermedia de la médula
espinal (Piao et al., 2003). Se presentan también una predominante degeneracion y
cambios en algunas areas profundas de la materia gris como el hipocampo, la
amigdala, nucleo accumbens, hipotdlamo, cuerpo calloso, sustancia nigra y tracto

corticoespinal (Ikemoto et al., 2000).




Controlsano ELA
68 afios 67 afios

Figura 1. Hipointensidad del giro precentral en ELA. Imagen por resonancia magnética de encéfalos de un
individuo sano y un paciente con ELA, ambos del sexo femenino. En la imagen del paciente se aprecia una
hipointensidad significante de la corteza motora en comparacion con el control. Tomado y modificado de Cervo et
al., 2015.




Con respecto a la patologia celular de la ELA, es de gran importancia que en esta
enfermedad se hayan descrito inclusiones citoplasmaticas neuronales caracteristicas
(cuerpos de Bunina e inclusiones ubiquitinadas) en las neuronas motoras inferiores.
En comparacién con las marafias neurofibrilares en la enfermedad de Alzheimer,
cuerpos de Lewy en la enfermedad de Parkinson, o inclusiones intranucleares
neuronales en enfermedades de poliglutamina, se sabe mucho menos sobre los

perfiles moleculares de las inclusiones asociadas en la ELA (Piao et al., 2003).

1.2.2 Caracteristicas clinicas de la ELA

La ELA afecta a las NMI de la medula y el cuerno anterior de la medula espinal,
asi como las NMS de la corteza cerebral. La consecuencia para los pacientes es la
debilidad muscular progresiva que conduce a la muerte, por lo general de
insuficiencia respiratoria. La degeneracion de las NMI causa fasciculaciones,
calambres, atrofia muscular y una debilidad marcada que es a menudo mas
problemético para los pacientes que la espasticidad, hiperreflexia y debilidad
moderada asociada a pérdida de NMS (Figura 2). Los signos de Hoffman y Babinski
estan presentes y son también tipicos de degeneracion de NMS. La ELA de inicio en
extremidades se presenta en al menos dos tercios de los pacientes, a menudo en
brazos. Los primeros sintomas son usualmente unilaterales y focales. Los hallazgos
tempranos incluyen caida del pie, dificultad para caminar, pérdida de destreza
manual o dificultad para levantar los brazos sobre la cabeza (Coupé & Gordon,
2013). Finalmente, la funcién de la extremidad se pierde, lo que lleva a la
dependencia de los cuidadores. Los pacientes pueden caer o perder la capacidad
para caminar. La ELA de inicio bulbar, se presenta generalmente en personas
ancianas, la cual parece tener un peor prondstico. La disartria comienza usualmente
antes que la disfagia; los sintomas pueden progresar a anartria, sialorrea y
malnutricién. Una lengua fasciculante atrofiada es una caracteristica distintiva de la
ELA bulbar, que es virtualmente el diagnostico de esta condicion. La debilidad axial
puede causar caida de cabeza y cifosis, caracteristica asociada con dolor y un
equilibrio deficiente. Los movimientos oculares se mantienen hasta etapas
avanzadas (Knibb, et al., 2016; Coupé & Gordon, 2013).
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Figura 2. Signos y sintomas de disfuncion de neurona motora superior y neurona motora inferior en ELA. De lado

izquierdo se enlistan algunos sintomas caracteristicos de NMS, mientras que en la columna derecha se
mencionan algunos sintomas de NMI. Tomado y modificado de Sathasivam 2010.



Aproximadamente el 50% de los pacientes con ELA presentan alteraciones
neuropsicolégicas, que involucran al lenguaje, el juicio, la personalidad, el afecto y la
disfuncién en funciones ejecutivas. Los pacientes con ELA y demencia tienen una
sobrevida mas corta (entre 1 a 3 afios), posiblemente como resultado de una
deficiencia en memoria, juicio y raciocinio. La depresion y ansiedad pueden ocurrir en
cualquier etapa. Los sintomas emocionales deterioran la calidad de vida a través de
la falta de apetito, de suefio y la aparicibn de sentimientos de desesperanza
(Raaphorst et al., 2010).

La cefalea matutina, tos debilitada y disnea de esfuerzo, son los sintomas
respiratorios tempranos. Mas adelante, se presenta dificultad para respirar, primero
al ejecutar tareas simples como vestirse y comer, finalmente también durante el
reposo, conllevando a la muerte por paro respiratorio o neumonia (Reniers et al.,
2017).

El diagnostico clinico de la ELA depende de los signos de NMS y NMI
encontrados durante la examinacion. El Escorial es un criterio que ayuda al
diagnéstico clinico y a los estudios de investigacion. En este criterio, los pacientes se
clasifican por el nimero de regiones del cuerpo afectadas: bulbar, cervical, toracica o
lumbar. El criterio de El Escorial fue desarrollado en 1990 y continua siendo
empleado para diagnosticar y clasificar los casos de ELA como “posible,” ©
o “definida” (Figura 3) (Redler & Dokholyan, 2012).

probable,”
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Figura 3. Criterios de El Escorial para el diagnéstico de ELA. Tomado y modificado de Redler & Dokholyan, 2012.
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Por otro lado, la Escala Funcional de la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ALSFRS) y su
forma revisada (ALSFRS-R) son los marcadores mas amplios que permiten evaluar
la progresion de la ELA en la practica clinica y en la investigacién. La ALSFRS-R
muestra una fuerte correlacion con la progresion de la enfermedad y la
sobrevivencia, asi como la eficacia en diversos tratamientos terapéuticos
(Franchignoni et al., 2013). La severidad de la enfermedad medida por la ALSFRS-R
otorga una serie de puntajes (scores), los cuales se obtienen a partir de 12 preguntas
gue implican una tarea, cada una. Cada tarea se clasifica en una escala de cinco
puntos, de 0= no se puede hacer, y 4= habilidad normal. Las puntuaciones
individuales se suman para producir un puntaje, en donde 0= peor y 48= mejor
(Beeldman et al., 2015). Con base a El Escorial, la ALSFRS-R y a las
manifestaciones clinicas, ademas de los estudios de gabinete como
electromiografias, encefalogramas y estudios de neuroimagen, es que se puede
realizar el diagnéstico clinico de la enfermedad. Los pacientes con cuadro sugestivo
de ELA deben ser evaluados por un neurdlogo experto en patologias de neurona

motora y en nervio-musculo (Andersen et al., 2012).
1.3 Epidemiologia de la ELA

La ELA tiene una incidencia mundial de 2 afectados por cada 100,000 individuos y
una prevalencia mundial de 4-7 afectados por cada 100,000 individuos, con un
estimado de 1.2-4.0 afectados por cada 100,000 en poblacion caucasica y una tasa
menor en otras poblaciones étnicas. La frecuencia de esta enfermedad varia
considerablemente en diferentes regiones de Europa y Norte América, y hay una
incidencia particularmente alta en poblaciones del pacifico occidental como Japén y
Corea del Sur. En Estados Unidos alrededor de 20,000-30,000 personas tienen ELA,
y cerca de 5000 casos nuevos son diagnosticados anualmente (Kaur et al., 2016). La
ELA afecta personas de todas las razas y grupos étnicos, y usualmente se presenta
a finales de la mediana edad o mas tarde, aunque también puede presentarse en
jévenes y nifios. Se ha observado que la frecuencia de casos de ELA es mayor en
hombres que en mujeres (1.5-3 vs 1-2.4, respectivamente). La media de
sobrevivencia es de 2 a 4 afos desde de la edad de inicio y solo 5-10% de los
pacientes sobrevive mas de 10 afios (Chio et al., 2013).
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En cuanto a la etiologia de la enfermedad, esta no se ha dilucidado por completo.
Aproximadamente del 5-10 % de los casos de ELA son formas familiares (ELA-F)
con patrones de herencia mendelianos, mientras que el otro 90-95% se trata de
casos esporadicos (ELA-E). La importancia epidemiologica en la ELA radica en que
actualmente se ha posicionado como la enfermedad de neurona motora mas
frecuente y como la tercer EN mas comun a nivel mundial, solo después de la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Li & Wu, 2016).

Con respecto a México, no existen estudios epidemioldgicos de la enfermedad,
sin embargo, se cree que tiene una prevalencia similar a la reportada para Norte
América (1.5-3 afectados por cada 10,000 individuos), aunado a esto, al igual que en
otros paises, es mas prevalente en hombres que en mujeres. El promedio de la edad
de presentacion es de 47.5 afios, siendo menor que en poblaciones europeas o
norteamericanas. La ELA de inicio espinal es la mas frecuente en pacientes
mexicanos (66%) y el fenotipo de NMS es el predominante (53%). La sobrevida de
los pacientes mexicanos es similar a lo descrito para otras poblaciones. Solamente
3.3% de los casos de ELA son formas familiares por lo que el 96.7% restante

corresponde a formas esporédicas (Martinez et al., 2014).

1.4 Genética de la ELA

La ELA puede presentarse con diferentes formas de herencia, entre ellas,
autosémico dominante, autosémico recesivo, o ligado al cromosoma X. El 90% de los
casos son esporadicos y no presentan una herencia genética clara. Sin embargo, el
10% restante de los casos muestran herencia familiar (Chen et al., 2013). En los
altimos afios se han identificado diversos genes relacionados etiologia de la ELA,
tanto en formas familiares como esporadicas. El uso de tecnologias como los
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) en pacientes con ELA han
permitido la identificacion de variantes génicas asociadas principalmente a los casos
esporadicos (Renton et al., 2014).

La mayoria de los genes asociados al desarrollo de ELA presentan una
penetrancia variable y dependiente de la edad, se han identificado mas de 25 genes
implicados con ELA-F y ELA-E. Los genes que pueden causar una enfermedad
recesiva incluye a OPTN, SPG11, FUS, ALS2, entre otros; el gen UBQLN2 es
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dominante ligado al cromosoma X. El gen C9orf72 que presenta un hexanucleétido
repetido (G4C,) puede provocar degeneracion frontotemporal, e implica una herencia
autosémico dominante, al igual que SOD1, TARDBP, VCP, MATR3 y CHCHD10. En
la Figura 4 se muestra la proporcién en que los genes estan implicados en los casos
de ELA-F y en ELA-E, asi como la proporcion de casos en los que no se ha descrito
un gen como agente causal de la enfermedad (Roggenbuck et al., 2016).

Con la diversidad de loci identificados se han relacionado a fenotipos clinicos y
patolégicos a través de diversas causas. Por lo que se demuestra la presencia de
heterogeneidad de locus, la cual se ha asociado también a trastornos de (NM),
incluyendo los casos de ELA con DFT. Por ello, es esencial que, ademas de
identificar los genes relacionados a la ELA, se determinen las multiples vias
involucradas en la patogénesis de la enfermedad (Siddique et al., 2008).

Las mutaciones en los genes asociados al desarrollo de ELA solo explican una
minoria de los casos de ELA-E. Aunado a esto, la ELA-F y la ELA-E son
indistinguibles en la préactica clinica, mostrando rangos similares en la edad de inicio,
la supervivencia, el fenotipo y en sus caracteristicas neuropatoldgicas. Por ello, a
medida que la secuenciacion de genomas y el andlisis de paneles para genes
relacionados a ELA han aumentado, estan siendo reportados pacientes con
mutaciones en mas de un gen. Dentro de estos, la expansion en C9orf72 y las
mutaciones en SOD1 encabezan las listas como las mas frecuentes. También se ha
asociado una co-ocurrencia en combinaciones de genes, incluyendo a FUS con
ANG, UBQLN2 con TARDBP u OPTN. Estos casos son ejemplos posibles de
herencia oligogénica, en donde las manifestaciones clinicas de la enfermedad estan
influenciadas por la presencia de ambas mutaciones. Sin embargo, el nimero de
casos con 2 mutaciones es raro y aun no esta claro si las segundas mutaciones
influyen en la penetrancia, el fenotipo de la enfermedad o su progresion (Harms &
Baloh, 2013). Un meta-analisis del traslapamiento de mutaciones entre diferentes
formas de ELA y las enfermedades relacionadas ha provisto un claro entendimiento
de la enfermedad sobre todo entre casos familiares y esporadicos, como también
entre ELA y otras EN. De este modo, se pudo establecer un criterio de discriminacion
para excluir otros trastornos neurodegenerativos, obtener diagndsticos mas rapidos y
proveer un panorama mas amplio de la enfermedad (Caballero-Hernandez et al.,
2016).
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Figura 4. Proporcidn de casos de ELA atribuidos a cada gen. Tomado y modificado de Roggenbuck et al., 2016.

14



Aunque se sabe que diversas mutaciones en una variedad de genes estan asociados
al desarrollo de ELA, hasta el momento ésta enfermedad sigue siendo poco
entendida, especialmente el como se afecta selectivamente la biologia de la NM y si
los mecanismos implicados convergen en vias comunes para causar la degeneracion
neuronal, por eso, el abordaje a partir de otras moléculas como lo son las proteinas,

podrian permitir un mayor entendimiento de la patologia (Kiskinis et al., 2014).

1.5 Neuroprotedmica

Desde la publicacién de los resultados del proyecto de secuenciacion del genoma
humano se sabe que el genoma se conforma por alrededor de 23,000 genes, sin
embargo, se anticipa que el numero de proteinas expresadas en el humano puede
variar de 50,000 a 500,000. La diferencia entre el niumero de genes y el nimero de
proteinas se debe al procesamiento de los transcritos de RNA (splicing alternativo) y
modificaciones postraduccionales, entre otros. Por ello, el estudio de las proteinas
permite un mejor entendimiento de la fisiologia humana, donde la proteémica juega
un papel esencial en el estudio de los proteomas (Pando-Robles & Lanz-Mendoza,
2009). El término protedmica fue acufiado por primera vez en 1995 y se define como
el total de proteinas expresadas por el genoma de una célula, tejido u organismo, el
cual implica un estudio a gran escala para caracterizar su composicion, estructuras,
funciones e interacciones bajo condiciones especificas (Kellner, 2000;
Chandrasekhar et al., 2014).

La protedmica juega un papel importante en la investigacién biomédica, como por
ejemplo en el descubrimiento de blancos terapéuticos de farmacos y métodos
diagnésticos, debido a la relacibn entre proteinas, genes y enfermedades. El
entendimiento de las funciones de las proteinas ayuda a una mejor comprension de
las enfermedades, la mayoria de los medicamentos actuales son proteinas o son
blancos especificos de proteinas en el cuerpo. La neuroproteGmica es una reciente
rama/aplicacion de la protedomica que se fundamenta en el estudio y abordaje de
trastornos cerebrales, de modo en el que el andlisis protedbmico es una parte esencial

de la investigacién en neurociencias (Simonian, 2016).
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1.5.1 El sistema glinfatico y su efecto en el neuroproteoma

El sistema glinfatico es un sistema de limpieza de desechos que utiliza una red de
tuneles perivasculares formados por células astrociticas que promueve la eliminacion
eficiente de proteinas solubles y metabolitos del SNC. Este proceso biolégico sucede
en todos los vertebrados durante el suefio y establece la eliminacion de desechos
neurotoxicos (por ejemplo el B-amiloide) (Aalling et al., 2015; Louveau et al., 2015).

Estudios recientes han demostrado que el LCR y el fluido intersticial son
intercambiados continuamente. El transporte del LCR a través del parénquima
cerebral es facilitado por los canales de agua acuaporina-4 (AQP4), encontrados
abundantemente en los extremos astrociticos de la vasculatura cerebral. El
movimiento del LCR periarterial a través del parénquima cerebral facilita el transporte
de solutos intersticiales hacia vias de drenaje perivenoso, permitiendo asi, el paso de
proteinas y moléculas pequefias directamente del SNC al torrente sanguineo, siendo
de gran relevancia para estudios moleculares de enfermedades neurodegenerativas
como la ELA (Aalling et al., 2015).

Los biofluidos como la sangre y el LCR representan una ventaja en términos de
confiabilidad y disponibilidad, ademas de que pueden ser obtenidas bajo condiciones
mas controladas. Las proteinas encontradas en este tipo de muestras se han
empleado y aplicado a la clinica para el diagndstico, como biomarcadores y como
blancos terapéuticos. En contraste al LCR, la sangre esta separada fisicamente del
SNC por la barrera hematoencefalica (BHE), sin embargo, desde que el LCR alcanza
el seno venoso dural, las proteinas contenidas en este pasan al torrente sanguineo,

encontrandose moléculas del SNC en la sangre (Ryberg & Bowser, 2008).
1.5.2 Prote6mica de la ELA

Recientemente, la evidencia de estudios multicéntricos arroja la presencia de
marcadores protedmicos para la ELA en diversos tejidos y lineas celulares. Diversos
estudios proteémicos han mostrado que las principales proteinas implicadas en la
enfermedad se relacionan con respuesta inflamatoria aguda, factores neurotroficos,
proteinas transductoras de sefiales, mantenimiento de matriz extracelular (MEC),

respuesta inmune y control de actividad proteolitica (Chen et al., 2016).
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La gama de biofluidos humanos utiles para estudios protedémicos incluye al LCR,
sangre, orina y saliva. Estas muestras permiten el descubrimiento de proteinas
relacionadas con la funcién neuronal debido a su aproximacién con diversas regiones
del cerebro o a su relacion con el transporte de moléculas de desecho de diversas
regiones cerebrales o de la médula 6sea. El analisis de los diferentes biofluidos ha
permitido determinar los cambios en la abundancia y/o presencia de proteinas
individuales en pacientes con ELA con respecto a individuos control o individuos con
otras enfermedades neurolédgicas, generalmente empleando métodos basados en
geles de poliacrilamida o por ensayo ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas). Estudios mas complejos emplean espectrometria de masas o andlisis
protedmicos para generar perfiles e identificar proteinas diferencialmente expresadas
(Turner et al., 2013). Cabe destacar que los mecanismos moleculares que regulan el
inicio, la progresion y los procesos patogénicos de la enfermedad adn son
desconocidos, por ello, el conocimiento de las proteinas que participan en dichos
procesos resulta esencial para la determinacion asertiva de diagnéstico, pronéstico e
intervenciones terapéuticas (Bowser et al., 2006).

1.6 Patogénesis de la ELA

El entendimiento de los procesos fisiopatogénicos celular que recaen en la disfuncion
de las neuronas motoras en la ELA es un prerrequisito esencial para el abordaje
terapéutico de la enfermedad. Diversos estudios in vivo e in vitro han mostrado
cambios patologicos en neuronas motoras, estos cambios incluyen disfuncion
mitocondrial, agregacién de SOD1 (superdoxido dismutasa 1), disrupcién del
citoesqueleto, déficits en el transporte axonal, activacion de sefiales de muerte
celular y estrés oxidativo (Gordon, 2013). Estos eventos patoldgicos reflejan la
participacion de una Unica via de sefializacion, o incluso multiples vias que actian en
paralelo comprometiendo a las neuronas motoras. Basado en esto, la excitotoxicidad
inducida por glutamato es probablemente el nodo de convergencia para multiples
cascadas de sefalizacion. El incremento de la excitotoxicidad inducida por glutamato
se ha observado en pacientes con ELA y es causada por un aumento en la liberacion
de glutamato, potenciado por la actividad de canales de sodio dependientes de

voltaje (Nay). La excitotoxicidad por glutamato incrementa el influjo de Ca?* en las
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NM y las interneuronas; este exceso de Ca®* puede alterar la funcién de la
mitocondria en NM, por lo que la disfunciébn mitocondrial es, probablemente, un
evento central que conlleva a fallas energéticas y metabdlicas que desencadenan
respuestas de estrés celular, afectacion en la funcién del axon de la NM (incluyendo
la transmision en la uniébn neuromuscular) y, por consiguiente, conduciendo a
sefalizacion de muerte celular (Zundert et al., 2012). Hasta el momento el Riluzole
es uno de los farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para el
tratamiento de la ELA, el Riluzole puede prolongar la sobrevivencia de los pacientes
de 3-5 meses, su mecanismo de accion es mediante el bloqueo de los canales Nay,
lo que reduce el influjo de iones de calcio e indirectamente previene la estimulacion
de receptores de glutamato (Miller et al., 2012).

Los mecanismos que conllevan a la neurodegeneracion en ELA son
multifactoriales (Figura 5) y operan a traves de rutas moleculares y genéticas. La
neurodegeneracion en la ELA puede resultar de una compleja interaccién de
excitotoxicidad por glutamato, generacion de radicales libres; agregados
citoplasmaticos de proteinas como SOD1, TARDBP (proteina TAR de unidn a DNA),
FUS (Fused in Sarcoma), entre otras; disfuncion mitocondrial y de bombas ionicas e
interrupcion de procesos de transporte axonal (por acumulacién de agregados
intracelulares de neurofilamentos). La activacion de la microglia resulta en la
secrecion de citocinas proinflamatorias, conllevando a la neurotoxicidad. La
neurodegeneraciéon puede ocurrir también a través de la activacion de procesos

enzimaticos dependientes de calcio (Kiernan et al., 2011).
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Figura 5. Procesos celulares y moleculares que participan en la neurodegeneracion de la ELA. Tomado de
Kiernan et al., 2011. ). Los mecanismos que conllevan a la neurodegeneracion en ELA son multifactoriales y
operan a traves de rutas moleculares y genéticas. La neurodegeneracion en la ELA puede resultar de una
compleja interaccion de excitotoxicidad por glutamato, generaciéon de radicales libres, agregados citoplasmaticos
de proteinas, disfuncién mitocondrial, e interrupcion de procesos de transporte axonal (por acumulacién de
agregados intracelulares de neurofilamentos). La activacion de la microglia resulta en la secrecion de citocinas
proinflamatorias, conllevando a la neurotoxicidad.
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Otra evidencia relevante en la patogénesis de la ELA es la participacion de la
proteina TARDBP, reconocida como el mayor componente de los agregados
proteicos ubiquitinados en la mayoria de los pacientes con ELA esporadica.
Actualmente se sabe que los agregados proteicos patoldgicos en el cerebro son
diseminados. Estudios de imagen por resonancia magnética sugieren que la ELA se
puede dispersar a través de canales de neuronas vulnerables y que las proteinas
SOD1 y TARDBP poseen dominios tipo prion, por lo que pueden inducir un cambio
conformacional en proteinas normales, conllevando a la transmision célula-célula
(Gordon, 2013).

Otro posible mecanismo patogénico es la afectacion a la BHE, la barrera
hematoespinal (BHS), o la barrera hemato-LCR, agravando el dafio neuromotor.
Dentro de los factores que afectan la vasculatura neuronal destaca la influencia del
sistema inmune, debido a su relacion con procesos de inflamacion que conllevan a la
muerte neuronal. En este proceso un incremento en la participacion de la microglia,
astrocitos, 1gG y linfocitos T, los cuales juegan un papel clave en la neuroinflamacion
mediante la secrecién de numerosas citocinas en el tallo cerebral y médula espinal
de pacientes con ELA. La presencia de citocinas como la interleucina (IL) 1a, IL-1B, e
IL-1RA; la enzima proinflamatoria ciclooxigenasa tipo 2 y la desregulacién del gen
TNF-a han sido identificados como efectores del dafio a neuronas motoras. Otro
factor que participa en la afectacion de la neurovasculatura es el estrés oxidativo, el
cual es resultado de procesos como la excitotoxicidad, la activacion de vias
inflamatorias (cinina, acido araquidonico y modulados por calcio), la disfuncién
mitocondrial, el reclutamiento de leucocitos y la activacion de microglia. En particular,
las especies reactivas de nitrégeno (NOS) y de oxigeno (ROS) juegan un papel
importante en el dafio de tejido durante la inflamacion, afectando la permeabilidad de
la BHE/BHS en mudltiples formas. Por Ultimo, otro factor a considerar en la
patogénesis neurovascular en la ELA es la activacion desregulada de las
metaloproteasas de matriz (MMP) en donde ciertos tipos especificos participan en la
degradacion de la membrana basal endotelial y de las uniones estrechas
(Garbuzova-Davis et al., 2011).
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1.7Desregulacion proteolitica en la ELA

En condiciones fisiolégicas la MEC es constantemente mantenida por las MMP, las
cuales se encargan del procesamiento de elementos estructurales y son
responsables del remodelado de tejido en condiciones tanto fisiolégicas como
fisiopatolégicas (Yabluchanskiy et al.,, 2013). Las MMP son una familia de
endopeptidasas dependientes de zinc con capacidad de catalizar un amplio rango de
sustratos, incluyendo componentes de la membrana basal y de la MEC (Nagase et
al., 2006). Son importantes reguladores de diversas funciones biolégicas como
mantenimiento de la MEC, crecimiento, reorganizacién de tejidos, elongacion axonal,
diferenciacion neuronal y angiogenesis; sin embargo, también estan involucradas en
varios procesos patologicos (Swarnakar et al., 2011). La familia de las MMP se
subdivide en cinco grupos. Conforme a su estructura y funcién en: colagenasas
(MMP-1, -8, -13), gelatinasas (MMP-2, -9), matrilisinas (MMP-7), estromelisinas
(MMP-3, -10) y MMP de membrana (MT.MMP-1). Las MMP son producidas por
leucocitos, macrofagos, fibroblastos, células endoteliales, algunos tipos de neuronas,
células microgliales y astrogliales (Nagase et al. 2006; Asahina et al. 2001; Forsyth et
al. 1999).

Estructuralmente, las MMP son divididas en tres dominios: una region
propéptido amino terminal, un dominio catalitico amino terminal (que contiene un
motivo de dedos de zinc) y un dominio carboxilo terminal que involucra la unién a
sustrato en MEC (Yong et al., 2001).

Una MMP es producida en primera instancia en su proforma y se requiere una
conversiéon subsecuente a su forma activa. Los radicales libres, las serin proteasas y
otras MMP activadoras estan entre los factores que convierten una pro-MMP a una
enzima activa (Yong et al., 2007). La actividad de las MMP est4 altamente regulada
debido a que su estado activo puede ser perjudicial, por ello son moduladas en
varios niveles: activacion transcripcional, remocién de predominio, interaccion con
componentes de la MEC e inhibicidn por inhibidores enddgenos como los inhibidores
tisulares de metaloproteasas (TIMPs) (Lukaszewics et al., 2014, Brkic et al., 2015).

Las MMP estan involucradas en la patogénesis de diversas EN como

esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
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traumatismos, dafio en médula 6sea y ELA. En la ELA, las MMP tienen la capacidad
de matar neuronas, por lo que juegan un papel importante en el proceso de
degeneracion neuromuscular y en la pérdida de la funcion motora. Estas MMP
participan en la degradacion de la BHE, masculo y BHS; facilitando la invasiéon neural
de leucocitos en presencia de neuroinflamacién (Niebroj-Dobosz et al., 2010),
también, las MMP pueden entrar al SNC mediante la disrupcién de la vasculatura y
conllevando al deterioro de la BHE. En pacientes con ELA, la alta concentracion de
MMP vy su indiscriminada localizacion en SNC contribuye a la desmielinizacion,
muerte neuronal y oligodendrocitica, axotomia de nervios periféricos, destruccion y

denervacion de tejidos (Yong et al., 2001).

22



2. Untecedentes

La implementacion en la identificacion de moléculas que apoyen las observaciones
clinicas en la ELA ha sido un campo que permite establecer un diagndstico
temprano, informacién sobre el prondstico, monitoreo de la progresion en triadas
clinicas y proveer un mejor entendimiento de la patogénesis de la enfermedad (Costa
& Carvalho, 2016).

Los analisis protedomicos de ELA en humanos se encuentran actualmente muy
limitados por diversas cuestiones como, por ejemplo, las técnicas invasivas de
muestreo, por lo que su aplicacion es limitada. La proteébmica basada en
espectrometria de masas (MS) se ha convertido en una herramienta indispensable
para la cuantificacion e identificacion de alteraciones en la presencia y abundancia
de proteinas especificas del proceso patoldgico de la enfermedad. Para el andlisis de
muestras del SNC, la electroforesis bidimensional (2-DE) en combinacion con MS o
MS en tdndem han demostrado ser muy efectivas. Aunque la 2-DE provee una
excelente resolucion se han desarrollado alternativas protedmicas que pueden ser
usadas en experimentos proteémicos a gran escala (Elf et al., 2014).

Hasta el momento no existe un modelo coherente de la patogénesis de la
enfermedad, sin embargo, diversos enfoques han identificado alteraciones genéticas
asociadas con ELA, sin embargo, el estudio de las alteraciones protedmicas han sido
poco exploradas (Engelen-Lee, 2016).

La perspectiva proteémica puede ampliar el entendimiento de la ELA en
términos de fisiopatologia. Bajo este contexto, los estudios proteémicos en ELA
deben ser acompafiados de una verificacion y validacion, para su posterior aplicacion
en la clinica. Hasta el momento, solo pocos estudios se han enfocado a la busqueda
de proteinas alteradas en ELA. Cabe destacar que las proteinas sub o sobre-
reguladas hasta ahora descritos en pacientes con ELA no son del todo especificas
en términos de diagnostico (Kruger et al., 2013).

El analisis protebmico de muestras biolégicas de pacientes con ELA es una
alternativa emergente para el descubrimiento de biomarcadores. A la fecha la
mayoria de estos estudios protedmicos se han realizado en LCR. Si bien, el LCR

puede ser considerado tejido especifico, el muestreo requiere de una puncion lumbar
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gue resulta incomoda y dolorosa para el paciente; con riesgos que van desde un
dolor de cabeza hasta un dafio a nervios y paraplejia. El plasma y el suero
representan una alternativa al LCR, aunque refleja una compleja coleccién de
diversos tejidos y tipos celulares, careciendo de especificidad tisular; sin embargo, es
factible su estudio en grupos de pacientes fenotipicamente bien caracterizados
(Tremlett et al., 2014).

Los andlisis protedmicos no se limitan solamente al uso de plasma o LCR, las
biopsias de musculo; muestras de medula espinal o cerebro (postmortem); la saliva e
incluso la orina pueden arrojar datos relevantes para la clinica, mediante la
identificacion de las proteinas contenidas en ellas. El conocimiento de estas
moléculas y su implicacion en la ELA permitird proveer informacién para el
pronéstico, como la tasa de progresion; la prediccibn de su participacion en la
enfermedad (por ejemplo, la disfuncion de NMS 6 NMI, presencia de demencia,
disfuncion respiratoria, etc.); el predecir el éxito o fracaso terapéutico; correlacionar la
respuesta terapéutica en analisis seriales; proveer informacion adicional sobre a
patogénesis de la enfermedad; y emplearlas como biomarcadores en ensayos
clinicos (Bowser & Lacomis, 2009).

Collins et al. (2015), con el objetivo de identificar nuevas proteinas, vias
alteradas y posibles biomarcadores en ELA analizaron perfiles de protedmica
comparativa a partir de LCR de pacientes estadounidenses con ELA esporadica,
controles sanos, y otras EN (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y
esclerosis multiple). Se detectaron un total de 1712 proteinas en LCR. La abundancia
de diversas proteinas asi como sus funciones biolégicas fueron significativamente
alterados en las muestras de ELA, predominantemente relacionada a inflamacion,
actividad neuronal y regulacion de MEC. Las proteinas WDR63, APLP1, SPARCL1y
CADM3 mostraron concentraciones mayores a las observadas en los casos de ELA,
con respecto a los controles y al grupo de otras EN. Su especificidad en la ELA las
propone como posibles biomarcadores, sin embargo, es dificil de predecir o
establecer el papel que juegan en las enfermedades de NM o en la ELA.

En pacientes europeos (alemanes, belgas, suizos, ingleses, polacos, italianos,
espafoles, franceses y turcos) y estadounidenses con ELA se han observado
cambios en los patrones de fosforilacion de neurofilamentos. La hiperfosforilacion de

la cadena pesada de los neurofilamentos ha sido detectada en LCR y en sangre. La

24



hiperfosforilacion de las cadenas pesadas y ligeras de los neurofilamentos es
significativamente mayor en pacientes con ELA, comparado con individuos sanos.
Esto implica errores en: mecanismos de transporte axonal, metabolismo de
proteinas, plegamiento errébneo y acumulo de las mismas (Oeckl et al., 2016).

La caracterizacion protedmica de plasma/suero de pacientes con ELA ha
permitido una asociacion relevante de las proteinas diferencialmente encontradas en
los pacientes con la clinica, proponiéndose a diversas moléculas como posibles
biomarcadores de la enfermedad. Dentro de estas moléculas se ha identificado
hormonas y factores de crecimiento (insulina, EPO, FGF-2PEDF, etc.); proteinas
relacionadas a inflamacion (caspasa-1, TNF-a, quimiocinas, entre otras); proteinas
especificas de neuronas (factores neurotroficos); enzimas e inhibidores enziméticos
(CysC, angiogenina, MMP, TIMP), asi como otras proteinas (VGF, TTR, AB42)
(Conraux et al., 2013).

Las MMP también han sido descritas como agente causal de la degeneracion
neuromuscular en la ELA, dentro de estas se encuentran la MMP-1, la MMP-2 y la
MMP-9. La MMP-9 ha sido caracterizada como la principal proteasa que participa en
el desarrollo y progresion de la ELA, incluso, se ha comparado su expresion y
actividad en LCR con suero sanguineo (Figura 6), presentando un incremento en la
actividad proteolitica a nivel de suero. En LCR la actividad proteolitica se encuentra a
nivel basal (casi imperceptible). Los niveles elevados de la actividad proteolitica de la
MMP-9 se relaciona directamente con la denervacion de los musculos, en la
degeneracion de musculos periféricos y la pérdida de neuronas motoras, conllevando
a la pérdida del tono muscular, debilidad, calambres y fasciculaciones (amiotrofia,
caracteristica de la ELA) (Beuche et al., 2000).

Las MMP han sido relacionadas también con el dafio en la piel en pacientes
con ELA, particularmente la MMP-9, lo que representa un factor en comun entre
neurodegeneracion y cambios cutaneos en individuos con esta enfermedad. Esto
sugiere que el estrés oxidativo y las citocinas microgliales contribuyen al incremento
de la actividad de la MMP-9 en diversos estadios de la enfermedad (Fang et al.,
2010).
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Figura 6. Actividad proteolitica de la MMP-9 en pacientes con ELA. En la figura se ilustra un zimograma de
muestras de LCR y suero de sujetos sanos (ELA -) y pacientes con ELA (ELA +). La banda de 92 kDa
corresponde al peso molecular de la MMP-9, en el caso de la actividad en suero se aprecia una mayor actividad

proteolitica en pacientes con ELA.
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3. Juotificacid

En México actualmente no se han realizado estudios protedmicos de la ELA, lo cual
es esencial debido al numero de casos en el pais. Este trabajo propone analizar
mediante proteémica comparativa las alteraciones presentes en el perfil proteGmico
de los pacientes con ELA.

Las aproximaciones protedmicas han sido empleadas para estudiar cambios
en la expresion de proteinas en muestras de pacientes diagnosticados con ELA., sin
embargo, las muestras (generalmente LCR) se obtienen por métodos
extremadamente invasivos para el paciente; por lo que el estudio de muestras
obtenidas con un menor grado de invasion para el abordaje molecular de la
enfermedad es necesaria.

El conocimiento de las proteinas implicadas en la ELA permitira proveer
informacion para determinar un prondstico asi como la tasa de progresion de la
misma; predecir su participacion en la enfermedad; establecer una respuesta
terapéutica mediante la identificacion de una via desregulada en la enfermedad,
correlacionar la respuesta terapéutica con aspectos moleculares; proveer informacion
sobre la patogénesis de la enfermedad; establecer una correlacién molecular con las
caracteristicas clinicas y posteriormente validarlas como biomarcadores moleculares
de la enfermedad cuya funcionalidad apoye ensayos clinicos.

Este trabajo propone el abordaje proteémico de pacientes con ELA mediante
un muestreo con menor grado de invasion a partir de plasmas sanguineos. De este
modo dichas proteinas podrian ayudar en el establecimiento de un diagndstico,

conocimiento, prondstico y tratamiento de la enfermedad.

27



4. Stipdtesis

El plasma de pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica presenta una expresion
diferencial de proteinas, con respecto a individuos sanos. Algunas de estas proteinas

estardn involucradas en procesos asociados directamente al desarrollo de la

enfermedad.
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5. Objetives

Objetivo general
Determinar a través de un analisis protedmico la expresion diferencial de proteinas

en los plasmas de pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica.

Objetivos particulares

1) Obtener el perfil proteébmico de los plasmas de pacientes con ELA y
compararlos con los de individuos clinicamente sanos.

2) ldentificar las proteinas diferencialmente expresadas en el plasma de los
pacientes con ELA.

3) Analizar las vias y procesos celulares en los que participan las proteinas
identificadas y su posible participacion en el proceso patolégico de la ELA.

4) Evaluar si se correlaciona la abundancia de las proteinas desreguladas y

las manifestaciones clinicas de los pacientes.
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Figura 7. Diagrama de flujo general de la estrategia experimental realizada.
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7. Mateviales y métados

7.1 Poblacion de estudio

Se estudié una cohorte de 20 pacientes con diagnostico de ELA esporadica, el
namero de muestras fue determinado mediante una prueba de n muestral, en donde
se obtuvo una n=10 (95% confianza) para que los resultados arrojen significancia
estadistica. Como controles se utilizaron muestras de plasma obtenidas de 20
individuos clinicamente sanos sin antecedentes familiares de enfermedades
neurodegenerativas, los cuales se parearon por edad y género con los 20 pacientes
con diagnostico de ELA, atendidos en el departamento de Neurogenética y Biologia
Molecular del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” (INNN). Las muestras se tomaron previo consentimiento informado,

aprobado por el comité de bioética del INNN (Apéndice 1).

7.2 Disefio del estudio
Tipo de estudio: Transversal, descriptivo de casos y controles
7.2.1 Criterios de inclusion de pacientes.

A) Pacientes que presenten caracteristicas clinicas de ELA esporadica posible,
probable y definida, segun El Escorial.

B) Individuos que presenten un puntaje <35 en el ALSFRS

C) Individuos que presenten manifestaciones clinicas de ELA clasica en cualquier
rango de edades.

D) Que el paciente sea mexicano.

E) Que el paciente acepte participar en el estudio y firme la carta de
consentimiento informado.

7.2.2 Criterios de exclusion de pacientes
A) Que el individuo presente un diagnostico de ELA familiar.
B) Individuos con un puntaje 236 en el ALSFRS

C) Que reciba algun tratamiento farmacoldgico o alternativo.
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D) Que el paciente tenga antecedentes de alguna enfermedad neurolégica o
neurodegenerativa.
E) Que el paciente no sea mexicano.

F) Que el paciente no acepte participar en el estudio.

7.2.3 Criterios de inclusion de controles
A) Individuos clinicamente sanos sin antecedentes de enfermedades
neurologicas o neurodegenerativas.
B) Puntaje 236 en el ALSFRS.
C) Que no hayan recibido tratamientos farmacolégicos o alternativos en el altimo
mes.
D) Que sea mexicano.
E) Que acepte participar en este estudio y firme carta de consentimiento
informado.

7.2.4 Criterios de exclusiéon de controles
A) Individuos con antecedentes de enfermedades neurolégicas o
neurodegenerativas.
B) Puntaje <35 en el ALSFRS.
C) Que hayan recibido tratamientos farmacologicos o alternativos en el dltimo
mes.
D) Que no sea mexicano.

E) Que no firme la carta de consentimiento informado.

7.3 Obtencion muestras

De cada paciente se obtuvieron 6 mL de sangre periférica mediante venopuncién en
tubos Vacutainer con citrato de sodio como aditivo anticoagulante. Las muestras
fueron centrifugadas a 3,000 rpm por 5 min para separar el plasma del componente
celular, el plasma fue colocado en tubos de 1.5 mL y preservado a -80°C en el banco

de plasmas del INNN hasta el momento de su uso.

7.4 Determinacién de actividad proteolitica

La actividad de proteasas se evaluo utilizando el método reportado por Frankowski et
al. 2012; el cual consiste en la realizacion de diluciones (1:100) del plasma con PBS

32



(AX, pH 7), posteriormente a la muestra diluida se le afadieron 10 pL de
amortiguador de muestra nativo (Apéndice 2). Las muestras se incubaron 20 min a
temperatura ambiente y posteriormente se resolvieron en geles de poliacrilamida al
10% con dodecilsulfato de sodio (SDS) y gelatina al 1%. La corrida electroforética se
realizé con amortiguador de corrida (Apéndice 2) 1X a 100 V por 2 h.

Una vez terminada la electroforesis los geles fueron lavados tres veces por 20
min con una solucion de Triton X100 al 2.5%. Posteriormente se incubaron durante
48 h a 37°C con el amortiguador de activacion. Finalmente se tifieron con azul de
Coomassie R-250 con agitacion constante durante 8 horas y posterior a eso se
destifieron con la solucion destefiidora (Apéndice 2). La actividad de las proteasas se
midié con base a la degradacién de gelatina, observandose como bandas claras
sobre un fondo oscuro. La actividad se midié por densitometria mediante el uso del

software Image Lab™ (Bio-Rad).

7.5 Identificacion de proteasas

Para determinar la presencia de metaloproteasas de matriz se usaron inhibidores
especificos. Para esto, se prepararon las muestras (similar a lo descrito en el punto
7.4) y se les afladieron 5 pL de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) [5 mM] como
inhibidor. Los productos se resolvieron en geles de sustrato y la actividad se

determinara de igual forma que el punto anterior.

7.6 Eliminacion de proteinas abundantes

Para el andlisis de las proteinas del plasma por 2-DE es necesaria la eliminacién de
las proteinas mas abundantes (albumina e inmunoglobulinas) que pudieran sesgar el
analisis protebmico. Para esto se empled el método de reportado por Chen et al.,
2005; el cual consiste en poner 250 pL de plasma en un tubo de 1.5 mL, a este se le
adicionaran 3 volumenes (750 pL) de una soluciébn de acetona fria y acido
tricloroacético (TCA) [10%]. Posteriormente se incub6 durante 90 min a -20°C. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion, la mezcla fue centrifugada a 15,000 X g por
20 min a 4°C. El sobrenadante fue descartado y la pastilla fue lavada con 1 mL de
acetona fria, la muestra se homogeneiz6 en vortex y se centrifug6 a 13,000 x g por 5

min a 4°C, el proceso de lavado se repitié cinco veces.
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La pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente por 5 min. Para eliminar sales,
lipidos y agentes que interfirieran con el isoelectroenfoque (IEF) las muestras se
procesaron con el estuche comercial ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las proteinas fueron resuspendidas
en 200 pL de solucion TUC (Apéndice 2). Las muestras fueron almacenadas a -80°C

hasta su uso.

7.7 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford (microensayo). Este
método se fundamenta en la union del azul de Coomassie a los residuos aroméaticos
y béasicos de las proteinas; el colorante se torna de rojizo a azul y el maximo de
absorcion del colorante cambia de 465 a 595 nm. El cambio en la absorbancia a 595
nm es proporcional a la concentracion de proteina en la muestra.

Para la curva estdndar se utilizdé Albumina bovina (Sigma-Aldrich) a
concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL. Se adicionaron 10 pL de
la curva estandar o de muestra problema a un pozo de una placa de 96 pozos con
250 pL de reactivo de Bradford. La placa se analizé en un lector de ELISA BIO-TEK®
ELx-800 a una longitud de onda de 595 nm.

7.8 Andlisis de integridad

Para determinar la integridad de las muestras previo a la 2-DE se realizé una
electroforesis en una dimension (1-DE) con el objetivo de verificar que las proteinas
no se degradaron durante los procesos previos. Para esto se tomaron 100 g de las
muestras procesadas y se les afiadio 10 yuL de amortiguador de muestra (Apéndice
2). Las muestras se hirvieron durante 5 min y se resolvieron en geles de
poliacrilamida con SDS. El analisis de integridad se realiz6 en una electroforesis
discontinua con dos tipos de geles: un gel concentrador al 4% y un gel separador al
10% (Tabla 1). La corrida electroforética se llevo a cabo con el amortiguador de
corrida y una vez concluida los geles fueron tefidos con azul de Coomassie R-250
durante 8 h, posteriormente se destifieron con solucion destefidora y se analizaron

con el software Image Lab™ (Bio-Rad).
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Tabla 1. Condiciones para la elaboracién del gel separador y concentrador.

Reactivo Gel separador Gel concentrador
Agua Milli-Q 6.25 mL 3.05 mL
Tris-HCI (pH 8.8) [1.5 M] 3.75mL -
Tris-HCI (pH 6.8) [1.5 M] - 1.25 mL
Acrilamida/bisacrilamida
5mL 0.650 mL
(29.2%/0.8%)
Persulfato de amonio 70 pL 30 pL
N, N, N, N’-tetrametilen-
20 uL 10 uL

diamina (TEMED)
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7.9 Electroforesis bidimensional
7.9.1 Separacion en primera dimension

Para el isoelectroenfoque (IEF) se emplearon tiras ReadyStrip™ IPG Strips (Bio-Rad)
de 7 cm con un gradiente de pH inmovilizado de 3-10. Cada tira fue hidratada
pasivamente por 18 h con 130 pg de proteina solubilizada en amortiguador de
rehidratacion (Tabla 2), anfolinas (100X BioLyte® 3-10, Bio-Rad) [1%], 10 uL de
coctel de inhibidores de proteasas y azul de bromofenol (0.001%). Cada muestra de
paciente se analiz6 por triplicado para asegurar la reproducibilidad.

Después de la rehidratacion pasiva, la tira se colocé en una charola del
sistema PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad), se colocaron paper-bridge electrode wicks
humedecidas con 20 uL de H,O grado protedmico en cada electrodo en los extremos
de la tira. Por ultimo la tira se cubrid con aceite mineral y se monto en el equipo para
realizar una segunda rehidratacion.

Las tiras se rehidrataron una segunda vez de forma activa a 50 V por 5 h a
20°C. Posterior a la rehidratacion se continué con el IEF a 20°C utilizando las
siguientes condiciones: 200 V/1 h; 500 V/1 h; 1000 V/1 h y 10,000 V/9 h.

Las proteinas enfocadas en las tiras fueron equilibradas, para esto, primero
fueron reducidas y posteriormente alquiladas. Cada tira se colocé en un tubo de 15
mL con 5 mL de amortiguador de equilibrio (Apéndice 2) y DTT [1%] como agente
reductor por 30 min. Para la segunda fase de equilibrio se colocaron 5 mL de

amortiguador de equilibrio y iodoacetamida [2.5%] como agente alquilante.

7.9.2 Separacion en segunda dimension

La segunda dimension consisti en separar las proteinas con base a su peso
molecular, para ello las tiras equilibradas se colocaron inmediatamente sobre un gel
separador (SDS-PAGE) al 10% (mismas condiciones que en la Tabla 1) y se cargé
un pozo con un marcador de peso molecular de 10-250 kDa (Precision Plus Protein™
Dual Color Standar, Bio-Rad). Los geles fueron sellados con agarosa de bajo punto
de fusibn al 0.5% (ReadyPrep™ Overlay Agarose, Bio-Rad). El corrimiento
electroforético se llevd a cabo en un sistema vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell

System (Bio-Rad). Los geles se corrieron a 70 V hasta que el frente de corrida
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alcanzé el borde del gel. Una vez concluida la corrida electroforética los geles fueron
incubados por 8 h con solucidn fijadora y finalmente tefiidos con azul de Coomassie
G-250 por 12 h.

Tabla 2. Componentes del amortiguador de rehidratacién para IEF de las tiras.

Reactivo Concentracion
CHAPS 4%
Dithiothreitol (DTT) 160 mM
Urea ™
Tiourea 2M
Glicerol 5%

Triton X100 0.05%




7.10 Andlisis de los geles

Los geles fueron destefiidos con H,O grado MS (tres lavados de 2 h cada uno), y
posteriormente fueron digitalizados con un escaner PharosFX™ Plus Molecular
Imager (Bio-Rad).

Una vez digitalizados, las imagenes fueron analizadas con del software
PDQuest 2D Analysis (Bio-Rad). Este software detecta y cuantifica spots de
proteinas y mediante un algoritmo estadistico determina las diferencias que se
encuentran en los geles de interés. La reproducibilidad de los perfiles prote6micos
fue evaluada con el software tomando en cuenta los triplicados de cada muestra.

Para los spots que hicieron match, se ajustaron los pardmetros para asegurar
gue los spots encontrados correspondian a la misma coordenada en cada gel. Los
spots que hicieron match fueron analizados para establecer los valores relativos de

concentracion de proteina.

7.11 Identificacion de proteinas por MALDI-MS

Los spots de interés fueron cortados con una punta de micropipeta de 1 mL. Cada
spot se colocé en un tubo de 1.5 mL con 250 yL de H,O grado MS. Los spots fueron
enviados a la Unidad de Protedmica Médica del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (INMEGEN) para su andlisis por MS.

Los spots fueron desteiidos con ACN: NH4HCO3; [S0mM] (50:50 v/v). La
digestion proteica se llevé a cabo durante 18 horas a 37°C con tripsina grado masas
(Promega V528A). Los péptidos obtenidos de la digestién se extrajeron del gel con
una solucion de ACN:H,0:éacido formico (50:45:5 v/v), el volumen de la muestra se
disminuyé en un concentrador (Eppendorf 5301). Las muestras se desalaron
utilizando columnas C18 (ZipTipC18).

Las muestras se analizaron por sextuplicado en un MALDI TOF/TOF 4800
utilizando como matriz a-ciano.

Con los espectros MS/MS obtenidos se realizé un analisis con el algoritmo de
busqueda Paragon del software ProteinPilot, con un porcentaje de confianza del
66%.
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7.12 Andlisis in silico de funciones biolégicas

Las proteinas identificadas fueron analizadas in silico usando la base de datos
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery). Para su
clasificacion se empleo la funcion de anotacion funcional de proteinas y ontologia de
genes. El andlisis contempld la funcion, localizacion celular, actividad bioldgica y
enfermedades relacionadas a mutaciones en el gen codificante de la proteina

analizada. Direccion web: https://david.ncifcrf.gov/.

7.13 Anélisis clinico-proteémico

Las caracteristicas clinicas de cada paciente fueron obtenidas de sus expedientes
clinicos, entre los criterios que se consideraron fueron la edad de inicio, evolucion,
forma de presentacion, indice de Kimura y la ALSFRS. Para determinar si hay
correlacion entre las manifestaciones clinicas y la actividad proteolitica de cada
paciente se realiz6 un una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov con la
finalidad de determinar la distribucion de los datos y un analisis de correlacién acorde

a la distribucion de los mismos.

39



8. Resultados

Objetivo 1. Obtener los perfiles protedmicos de los plasmas de pacientes con

ELA y compararlos con perfiles de individuos clinicamente sanos.
8.1 Poblacion de estudio

Este estudio incluyo un total de 20 pacientes con ELA (11 femeninos y 9 masculinos)
los cuales fueron pareados por edad y género con 20 individuos sanos. El rango de
edad fue de 30-74 afos de edad (Tabla 3). Dos pacientes tuvieron diagnéstico de
ELA de inicio temprano, el primer caso a los 30 afios de edad, mientras que el

segundo a los 36 afos, al momento de realizacion de este estudio.
8.2 Eliminacion de proteinas abundantes

Una vez separado el plasma se tomaron 250 pL y se eliminaron proteinas
abundantes en plasma como albumina e inmunoglibulina G (IgG). Para comprobar la
eliminacion de estas proteinas las muestras procesadas se analizaron en geles SDS-
PAGE y se compararon con muestras procesadas con el estuche comercial
QProteome Albumin/IgG Depletion Kit (QIAGEN). En el gel (Figura 8) se puede
observar una disminucion en la cantidad de proteinas que corresponden al peso
molecular de la albumina (67 kDa), las cadenas pesadas (50 kDa) y ligeras (25 kDa)
de las IgG. En la Figura 8 se observa una disminucion de las proteinas abundantes
presentes en la muestra, asi mismo se observa la presencia de bandas de alto y bajo

peso molecular, por lo que la muestra es adecuada para el andlisis en 2-DE.
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Tabla 3. Pacientes analizados en este estudio.

Paciente Edad Género

ELA 2 45 M

ELA 4 67 F

ELA 6 42 F

ELA 8 59 M

ELA 10 68 F

ELA 12 48 M

ELA 14 40 M

ELA 16 70 F

ELA 18 36 M

ELA 20 55 M
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Figura 8. Eliminacién de proteinas abundantes en plasmas. Carril 1, el mismo plasma fue cargado en dilucién con
PBS (1:100). Carriles 2-3, plasmas procesados con el QProteome Albumin/lgG Depletion Kit. Carriles 4-5,
plasmas procesados mediante las precipitaciones con acetona/TCA.
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Posteriormente las muestras fueron procesadas con el estuche ReadyPrep Cleanup
Kit para concentrar las proteinas y eliminar agentes contaminantes (como lipidos y
sales) que interfieran en el isoelectroenfoque. Posteriormente se rehidrataron con
solucion TUC y fueron sonicadas durante 3 min para solubilizar las proteinas en el
amortiguador. Se tomé una alicuota de 20 pL de la muestra y el resto fue

almacenada a -80°C hasta su cuantificacion.

8.3 Integridad de proteinas

A partir de la alicuota de 20 pL tomada en proceso anterior se analizo la integridad
de las proteinas mediante SDS-PAGE, seguida de la tincién con azul de Coomassie
(Figura 9).

Este andlisis se realizd6 con la finalidad de garantizar el adecuado
procesamiento de las proteinas de plasma. Conforme a lo observado en los geles se
derminé que la integridad de las proteinas fue adecuada, no se observo degradacion
de las mismas, se apreciaron bandas nitidas de proteinas de alto y bajo peso
molecular, en todas las muestras se observaron patrones de bandas similares y

definidos.
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Figura 9. Andlisis de integridad de las proteinas de plasma. MPM: marcador de peso molecular. En los carriles 1-
5 se presentan muestras procedentes de pacientes con ELA, mientras que en los carriles 6-9 muestras
procedentes de controles. SDS-PAGE (10%) tefiido con Azul de Coomassie R-250.

44



8.4 Determinacion de actividad proteolitica

La actividad proteolitica de las MMP presentes en el plasma de pacientes y controles
fue analizada mediante zimogramas en geles SDS-PAGE copolimerizados con
gelatina al 1%. En la Figura 10 se observa que el perfil de la actividad proteolitica es
muy similar en todos los casos de ELA, sin embargo se aprecia un incremento en la
actividad proteolitica en las muestras de pacientes con respecto a los controles.

En todos las muestras se observaron dos bandas de actividad, una alrededor
de los 94 kDa y otra de 72 kDa que corresponden a los pesos moleculares de la
MMP-9 y la MMP-2 respectivamente. Ademas, mediante la adicion de EDTA se
determind que la actividad proteolitica observada en el plasma es de enzimas de tipo
MMP, ya que el EDTA funge como quelante de calcio, ion metalico que requieren las
MMP para su activacion y el cual esta presente en el amortiguador de activacion.

En los zimogramas se determiné que la actividad proteolitica en los plasmas
de pacientes con ELA se encuentra incrementada con respecto a los controles, esto
debido a que se observaron bandas de actividad mas abundantes en el grupo de
pacientes (principalmente la banda de 94 kDa, correspondiente a la MMP-9); para
confirmar esto la actividad se cuantificé por densitometria (Tabla 4). En el zimograma
de un paciente de inicio temprano con un tiempo de evolucion de un afio, se observd

la presencia de una proteasa diferencial (Figura 11).
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Figura 10. Zimograma de actividad proteolitica del plasma de pacientes con ELA y de controles. Carril 1,
marcador de peso molecular; carriles 2-5 plasma de pacientes; carriles 6-8 plasma de controles en dilucion;
carriles 9-10, plasma sin dilucién resuelto en el gel; carril 11 muestra de plasma con inhibidor (EDTA) de actividad
proteolitica incorporado. LA cabeza de flecha indica una proteasa de actividad diferencial. Las bandas de
actividad se aprecian en pesos aproximados a 94 y 72 kDa, correspondentes posiblemente a la MMP-9 y la MMP-
2 respectivamente.
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Tabla 4. Actividad proteolitica (MMP-9) presente en zimogramas de plasmas.

Actividad proteolitica en Actividad proteolitica en
Muestra ) Muestra
pacientes controles

ELA 2 10.092 CT2 9.540

ELA4 15.396 CT4 9.528

ELAG 11.220 CT6 8.712

ELA 8 13.892 CT8 8.072

ELA 10 13.324 CT10 9.440

ELA 12 10.856 CT12 9.288

ELA 14 11.296 CT14 9.264

ELA 16 10.472 CT16 8.480

ELA 18 14.520 CT18 8.092

ELA 20 11.092 CT20 9.401
Valores expresados en: Pixeles por cm“/1000
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Posteriormente se realizé un andlisis de Kolmogorov-Smirnov para determinar la
distribucion de los datos, en este caso los datos presentaron una distribucion no
paramétrica por lo que se utilizd6 una prueba de Mann-Whitney con la finalidad de
determinar si existen diferencias entre las medias de ambos grupos.

El analisis estadistico mostro diferencias significativas (p<0.001) entre ambos
grupos, por lo que la actividad proteolitica de la MMP-9 es significativamente mayor
en pacientes que en individuos sanos, lo que concuerda con lo reportado ya
anteriormente por otros grupos, en donde la progresion de la degeneracion

neuromuscular puede ser dirigida principalmente por este tipo de proteasa.
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Figura 11. Comparacioén de actividad proteolitica (MMP-9) en los plasmas de pacientes con ELA y controles.
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8.5 Electroforesis bidimensional

El analisis por 2-DE de los plasmas de pacientes y controles con ELA se realiz6 en
gradientes inmovilizados de pH 3-10 para la primera dimension, la cual consiste en la
separacion con base a su punto isoeléctrico (pl) por medio de isoelectroenfoque.

Para la separacion en segunda dimension las muestras enfocadas se
resolvieron en geles SDS-PAGE vy se tifieron con azul de Coomassie G-250 para ser
digitalizados. En la Figura 12 se muestra la imagen de un gel en 2-DE del plasma de
uno de los casos analizados en este estudio.

Una vez digitalizados los 20 pacientes con su respectivo control, las imagenes
se analizaron con el software PDQuest para determinar diferencias entre los
proteomas de pacientes y controles, particularmente de proteinas diferencialmente
expresadas. Previo al analisis de perfiles, las imagenes tuvieron que ser procesadas
para evitar errores al momento de traslapar los geles de pacientes contra controles;
las imagenes se cortaron a manera de que tuvieran las mismas dimensiones y de
esta manera se justen al momento de hacer la comparacion en el software.

Al realizar el analisis diferencial por PDQuest (Figura 13) se determind la
presencia de spots diferenciales entre casos y controles.

El andlisis diferencial de los geles mostr6 un promedio de 86+9 spots para el
grupo control y de 79112 spots (promedio) para el grupo de pacientes, presentando
el 91.8% de spots similares identificados. En la Tabla 5 se presenta el niamero
promedio de spots. En promedio, 62+16 spots hicieron match entre ambos grupos y
de estos 3711 fueron diferenciales. De los 37 spots en el grupo de casos y los
controles se seleccionaron 14 spots que se observaron diferenciales (15 y |9) de
forma consistente en los plasmas de los pacientes con ELA (Figura 14).

Debido a la resolucion variable obtenida de los spots en cada muestra, se
obtuvieron conteos variables de los spots. Esta caracteristica puede atribuirse a que
en la ELA, al igual que otras EN, presenta una expresividad variable que puede
conferir diferencias no solo en la presentacion clinica, sino también en el aspecto
molecular (Shawky, 2014).

En la Figura 15 se presenta un panel representativo de los proteomas del

plasma de pacientes con ELA pareados con sus respectivos controles.
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Figura 12. Gel 2-DE representativo del plasma de pacientes con ELA. En la imagen se observan proteinas con

un punto isoeléctrico (PI) entre 3-10, ademas con peso molecular que va desde los 150 a los 15 Kilodaltones
(kDa).
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Figura 13. Gel maestro de casos y controles. Andlisis diferencial por PDQuest de gel 2-DE de 7 cm con rango de
pH 3-10. Los spots marcados en letras rojas indican que no hay cambios significativos en la expresion de la
proteina entre casos y controles. Los cuadros de color azul indican las proteinas que disminuyen o aumentas 2 o
mAas veces su expresion con respecto al grupo control.
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Tabla 5. Numero de spots promedio obtenidos por grupo.

Spots Pacientes Controles
Spots totales 7912 8619

Match 62+16
Diferenciales 37+11
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Figura 14. Geles representativos donde se muestran los spots diferencialmente expresados (sefialados con
cabeza de flecha roja) entre controles (A) y pacientes (B). Los spots fueron identificados por MALDI-TOF.
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Figura 15. Comparacion entre perfiles proteémicos de plasmas de pacientes con ELA (lado izquierdo) y controles
(lado derecho).

55



Objetivo 2. Identificar las proteinas diferencialmente expresadas en la ELA.
8.6 ldentificacion de proteinas por MS

Los 14 spots diferenciales fueron seleccionados para su identificacion. A partir de la
relacion m/v de los péptidos obtenidos mediante MS, se identificaron las 14 proteinas
seleccionados de los analisis comparativos del perfil protedmico del plasma de
pacientes con ELA. De las proteinas identificadas se obtuvieron porcentajes de
cobertura que van de 20.1% a 64.6%. Las proteinas identificadas presentaban
funciones moleculares relacionadas principalmente con la inflamacion,
mantenimiento de MEC, regulacion de la actividad proteolitica, transporte de
moléculas (como otras proteinas o lipidos), regulacion de apoptosis, respuesta

antioxidante y procesamiento de proteinas (Tabla 6).

Cuatro de las 14 proteinas identificadas de ellas (serpina-1, clusterina, proteina
asociada a nucleo accumbens y la ankirina-1) han sido poco caracterizadas o0 no
reportadas en el plasma de pacientes con ELA. La proteina asociada a nucleo
accumbens y la clusterina son proteinas que se localizan y ejercen su funcion
fisiolégica principalmente en SNC, cabe destacar que también se encontraron en el
plasma de individuos sanos, sin embargo, en condiciones fisiolégicas normales sus

niveles (abundancia) son casi indetectables.
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Tabla 6. Proteinas identificadas en el plasma de pacientes con ELA.

Neo. de acceso . Masa Cobertura Longitud Funcion
Neo. de spot Proteina (UNIPROT) Expresion (kD) p! %) (a.2) Gen Locus molecular
1 Haptoglobina PO0O738 1 B-200 4.03-4.24 408 408 HP 1622 2 Antioxidante, union a
hemoglobina
2 Transtiretina PO2766 1 15.88 4 5-4.95 a7 147 TTR 18g12.1 Transporte de hormonas,
degranulacion de neutrofilos
Recentor Scavenoer clase Feceptor con actividad de
3 pA b 95 CQBZMJ2 l 538949 B.0-61 646 495 SCARAS Bp21.1 ferritina y scavenger,
Mmigmare transporte de iones
Proteina potenciadora tipo Organogenésis, reguiacion
4 R - R Q047268 ! 83 4.2-4.4 43.2 ii2 TLEZ? 15923 transcripcional, transduccian
transducina M
de sefiales
Heterodimerizacian de
. .. . proteinas,
5 Proteina de unidn a retinol PO2753 ! 23.m 4.4-47 201 20 RBP4 10g23.33 .,
Secrecidn de |g, transporte
molecular
M etabolismo de acil-CoA,
B Acil- CoA sintetasa CI0BAH1 l 6527 4548 607 257 ACShT 16p12.3 lipidos v xenohioticos;
uniodn de iones
Lnign a B-amiloide y
neurotransmisores,
7 Apolipoproteina-A1 PO2647 1 3077 5.27-5.56 345 276 APCOAT 11g23.3 transporte lipidico, proteina
de chogue termico, inhibidar
de lipasas
Serpina-1 Union a proteasas, inhihicion
8 " tfmlfja- | PO1009 1 46,73 4.2-4 65 518 418 SERPINAT 1473213 de actividad de serin
(Antitripsinz-o1) endopeptidasas
g Fetuina-A PO2765 1 3832 3335 518 367 AHSG 34273 Inhibidor de cistein
endopeptidasas y cinasas
Unign a B-amiloide,
10 Clusterina P10a09 1 525 36-38 303 449 CLu 8p211 activacion microglial,
regulacion muerte neuronal
1 Proteina asociada a nicleo QOERET 1 57 76 52.55 36 1 537 NACCT 19p13.13 Factor de transcripci_ﬁn,
accumbens promueve apoptosis
12 Glicoproteina-o 16 PO4217 1 54 25 54758 38.0 495 ATBG 18913.43 Degranulacian de neutrffilos
v plaguetas
Degranulacion de neutrafilos
13 Fibrageno PO2675 1 85692 55-58 34 .4 431 F58 4g31.3 v plaguetas, mentenimiento
de MEC, respuesta a IL-1
Componente estructural de
14 Ankirina- 1 P16157 1 206.26 6972 442 1881 ANKT Bp11.21 citoesgueleto, axolemay de

membrana postsinaptica;
proyeccion neuronaly
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Objetivo 3. Predecir el posible mecanismo patoldgico en el que participan las

proteinas diferencialmente expresadas.
8.7 Andlisis in silico de funciones bioldgicas y categorizacién funcional

Las proteinas identificadas fueron posteriormente analizadas con la base de datos
DAVID, para esto se emplearon las funciones de ontologia de genes y anotacion
funcional. Las proteinas se clasificaron de acuerdo a su funcién, localizacién celular,
actividad biologica y la posible implicacion que tendria la proteina durante la patologia.

Para la primera categorizacion las proteinas se agruparon conforme a su
localizacion celular (Figura 16) y se pudo observar que el 47% (n=14) de ellas son
extracelulares/secretadas, 16% (n=14) nucleares, 11% (n=14) mitocondriales y en
reticulo endoplasmico (RE) y 1% (n=14) en citosol, citoesqueleto y membranales.

La segunda categorizacién de proteinas consistié en un agrupamiento conforme
a su funcién bioldgica (Figura 17). Dentro de las funciones biologicas que realizan las
proteinas identificadas se encuentran principalmente las relacionadas a la respuesta
inmune (26%), el metabolismo de biomoléculas como lipidos y otras proteinas (15%),
proteinas de fase aguda (15%), regulacion de la apoptosis (11%), mantenimiento de
sistema nervioso (11%), transduccion de sefales (8%), regulacion del desarrollo
embrionario (7%) y como reguladoras transcripcionales (7%). Por lo que la alteracién
(en su abundancia) resultaria en el desencadenamiento de algun proceso crénico que

podria desencadenar una patologia.

58



Citoesqueleto  Membrana
_ (1) (1)
Citosol 509 5% Extracelular
(1) (9)
5% 47%

Ndcleo

(3)
16%

11%

Mitocondria

(2)
11%

Figura 16. Localizacion celular de las proteinas desreguladas en plasma de pacientes con ELA. Se muestra el
namero de proteinas para cada caso asi como el porcentaje. RE: reticulo endoplasmico.
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Figura 17. Funciones biolégicas de las proteinas desreguladas en el plasma de pacientes con ELA. Se muestra el

namero de proteinas para cada caso asi como el porcentaje.
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La ultima clasificacion de las proteinas identificadas en este estudio consistid en
determinar su posible participacién en la patologia de la ELA (Figura 18). Para esto, en
el andlisis por DAVID se incluyeron caracteristicas de anotacion funcional que integran
informacion de diversas bases de datos sobre patologias en humanos, como por
ejemplo, la base Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM). Una vez que se
analizaron los datos, las predicciones se agruparon conforme a las alteraciones
moleculares descritas en la literatura sobre las manifestaciones clinicas de la ELA.
Dentro de las alteraciones en las que pudieran estar participando las proteinas
identificadas se encuentran principalmente la desregulacidon génica (19%), la
neuroinflamacién (19%), la activacion de la glia (14%), la desregulacién de la actividad
proteolitica (14%), la agregacion de proteinas (14%), la detoxificacion celular (11%) y el
metabolismo de lipidos (10%).

Los resultados obtenidos en el analisis in silico demuestran que las proteinas
desreguladas en el plasma de los pacientes con ELA pueden estar participando en
diversos procesos que anteceden a la neurodegeneracion, dentro de estos procesos
destaca, por ejemplo, la neuroinflamacion, la agregacion de proteinas y la activacion de

la glia.
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Figura 18. Procesos bioldgicos en los que participan las proteinas desreguladas en el plasma de pacientes con ELA.
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Objetivo 4. Evaluar una correlacion entre las proteinas desreguladas y las

manifestaciones clinicas del paciente.
8.8 Caracteristicas clinicas de pacientes

Dentro de las caracteristicas clinicas que se consideraron para este andlisis (Tabla 7)
se tomd en cuenta la forma de ELA (la regién neuroanatémica afectada al inicio de la
enfermedad), la edad de inicio, el tiempo de evolucion (expresado en meses), el
puntaje obtenido en la ALSFRS-R, el indice de Kimura (el cual mide la evolucion,
clasificandolo como lento o rapido) y finalmente se incluy6é también el tipo de ELA de la
que se trataba (tipica, atipoca, de inicio temprano o con demencia).

En nuestra cohorte de pacientes habia dos pacientes de inicio temprano los
cuales presentaron una ELA de tipo Braquial y Vulpian, esta Ultima es una variante rara
de la ELA y se caracteriza por una atrofia de extremidades superiores, generalmente la
degeneracion neuromuscular comienza en cintura escapular; se presenté también un
paciente con una ELA de tipo Crural agresiva con demencia, esta forma puede
traslapar su cuadro clinico debido al espectro ELA-DFT.

Para determinar si existe alguna correlacion entre la actividad proteolitica y los
datos clinicos de los pacientes se realiz6 un andlisis de correlacion de Spearman entre
los datos de la actividad proteolitica contra la ALSFRS-R y el indice de Kimura.

Para la actividad de la MMP-9 contra la ALSFRS-R se obtuvo un coeficiente de
correlacion de -0.326, por lo que mientras una de las variables aumenta (actividad
proteolitica) la otra variable disminuye (funcionalidad), lo que indica que conforme la
actividad proteolitica es mayor la funcionalidad del paciente ira en deterioro. La Figura
19 muestra la dispersion de los datos de manera grafica.

Por otro lado, con respecto a la actividad de la MMP-9 contra el indice de
Kimura, se present6 una correlacion de 0.174 lo cual implica que conforme la actividad
proteolitica aumenta la evolucién de la enfermedad también progresara. De igual forma

la Figura 20 muestra la dispersion de los datos de manera gréfica.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes analizados.

PACIENTE FORMA EDAD INICIO EVOLUCION ALSFRS-R KII':!?LI.I(I;:R PROGRESION OBSERVACIONES
ELA1 BRAQUIAL 29 24 33 0.62 MODERADA  INICIO TEMPRANG
ELA 2 BRAQUIAL 45 26 40 0.3 LENTA TIPICA
ELA3 BULBAR 52 13 31 1.3 RAPIDA TIPICA
ELA 4 VULPIAN 67 23 325 0.65 MODERADA ATIPICA
ELAS BRAQUIAL 48 7 44 0.57 LENTA TIPICA
ELAG BRAQUIAL 42 9 42 0.66 MODERADA TIPICA
ELA7 BRAQUIAL 47 12 43 0.41 LENTA TIPICA

AGRESIVA CON

ELA S CRURAL 39 19 33 0.78 RAPIDA DEMENCIA
ELAS BULBAR 46 11 37 1 RAPIDA TIPICA
ELA 10 BULBAR 68 29 21 0.93 RAPIDA TIPICA
ELA11 CRURAL 50 24 22.5 1.06 RAPIDA TIPICA
ELA12 BRAQUIAL 48 14 40 0.57 LENTA TIPICA
ELA13 BULBAR 60 29 44 0.14 LENTA TIPICA
ELA 14 BRAQUIAL 40 46 14.5 0.73 RAPIDA TIPICA
ELA 15 BULBAR 47 11 36.5 1.05 RAPIDA TIPICA
ELA 16 BULBAR 70 29 21 0.93 RAPIDA TIPICA
ELA17 BRAQUIAL 43 36 45.5 0.07 LENTA TIPICA
ELA 13 VULPIAN 35 12 6 0.62 RAPIDA INICIO TEMPRANO
ELA 19 BRAQUIAL 60 24 17 0.65 MODERADA TIPICA
ELA 20 BRAQUIAL 56 22 31 0.66 LENTA TIPICA
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Figura 19. Grafico de relacién entre la actividad proteolitica de la MMP-9 y la ALSFRS-R.
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Figura 20. Grafico de relacién entre la actividad proteolitica de la MMP-9 y el indice de Kimura.

66



Con respecto a las proteinas identificadas como diferenciales, se analizd el posible
papel patologico en alguno de los procesos patogénicos ya descritos en la ELA. Se
analizaron principalmente las proteinas poco estudiadas en la ELA. Las proteinas y los
procesos involucrados se enlistan en la Tabla 8, de los cuales destacan la
exacerbacion de la actividad proteolitica (principalmente de MMP), neuroinflamacion, la
inducciéon a apoptosis, el aumento de radicales libres asi como agregados
intracelulares de origen proteico, la desestabilizacion del citoesqueleto y de
neurofilamentos, los errores en sinapsis (recaptura de neurotransmisores y errores en

el trasporte de vesiculas sinapticas) y destruccion axonal.

Tabla 8. Proteinas involucradas en el desarrollo de la ELA.

Proteina Participacién en ELA

Desregulacion de la actividad proteolitica, inflamacion,

Serpina-1 i .
axotomia, degeneracion neuromuscular
Proteina asociada a nicleo Induccion de apoptosis neuronal, activacion de la glia,
accumbens neuroinflamacion
Formacion de agregados intracelulares toxicos,
Ankirina-1 desestabilizacion del citoesqueleto, destruccion de
neurofilamentos
Formacion de placas amiloideas, desarrollo de demencia,
Clusterina desestabilizacion de citoesqueleto, errores en sinapsis ,

destruccién axonal
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9. Discusidn

Las estrategias de la neuroproteémica consisten principalmente en el andlisis de la
expresion proteOmica, el monitoreo gloal de la expresion de un gran numero de
proteinas en un tipo celular, tejido o biofluido e identificar como los patrones de
expresion cambian bajo diversas circunstancias. De esta forma la aplicacion de la
protedbmica en estudios de EN resulta en una poderosa aproximacion para una
compresion mejor del proceso patoldgico y por ende la identificacion de marcadores
moleculares de la misma. La ELA esta dentro de los trastornos neurodegenerativos
mas devastadores en donde los biomarcadores de la enfermedad son particularmente
necesarios (Sheta et al., 2006).

Este tipo de estudios se ha caracterizado ampliamente el proteoma de individuos
con ELA a nivel de LCR (Ryberg et al., 2010; Barschke et al., 2017), sin embargo, el
analisis protedmico del plasma sanguineo ha sido poco abordado.

En este estudio, el analisis proteébmico del plasma de 20 pacientes referidos con
diagnéstico clinico de ELA, revel6 la presencia de proteinas con diferente abundancia
con respecto al plasma de individuos sanos. Dicho andlisis permitié la identificacién de
14 proteinas, algunas previamente descritas como desreguladas en la ELA, asi como
Su caracterizacion en cuanto a su participaciéon en la patologia y en algunos casos
propuestas como biomarcadores, dentro de estas se encuentran la haptoglobina
(Frohlander & Forsgren, 1988), la transtiretina (Ranganathan et al., 2009), el receptor
Scavenger clase A miembro 5 (Zhao et al.,, 2013), la proteina potenciadora de tipo
transducina (Yu et al., 2013), la proteina de unién a retinol (Kolarcik & Bowser, 2012;
Riancho et al., 2015), la acil-CoA sintetasa (Ellis et al., 2013; Tefera & Borges, 2017), la
apolipoproteina-Al (Giudice et al., 2014; Mariosa et al., 2017), la glicoproteina-a1B
(Riva et al., 2016), el fibrinégeno (Bai et al., 2009) y la fetuina (Bowser et al., 2011). Por
otro lado, el resto de las proteinas identificadas (4) han sido poco estudiadas o de
reciente descripcion con respeto a su desregulacion en la ELA, en este caso, la
clusterina, que recientemente se publico su posible utilidad como biomarcador en ELA
a partir de plasma (Xu et al.,, 2017) y la serpina-1, que se ha demostrado su
desregulacion en tanto en plasma como en LCR (Wormser et al.,, 2016); a pesar de

contar con reportes previos en pacientes con ELA, los estudios al respecto son pocos.
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Para el caso de la proteina asociada a ndcleo accumbens y la ankirina-1 no existen
trabajos previos que reporten su desregulacion en plasma o LCR de pacientes con
ELA, por lo cual su relacion con la enfermedad ain no ha sido determinada.

Con respecto a las cuatro proteinas anteriormente mencionadas, su
desregulacion a nivel del plasma puede estar implicando un cambio fenotipico que
incluya un cuadro clinico caracteristico. La serpina-1, también conocida como alfa
antitripsina 1, es una proteina inhibidora de proteasas, esta es codificada por el gen
SERPINA-1 en humano. En este estudio esta proteina se present6 con una abundancia
menor en pacientes, en otros estudios se ha reportado de igual forma su desregulacion
(Silverman & Sandhaus, 2009; Wormser et al., 2016), reportando que una abundancia
menor de esta proteina conlleva a estadios patolégicos comprometiendo la
funcionalidad de diversos 6rganos y tejidos. La alteracion en la homeostasis de esta
proteina resulta generalmente en dafio a tejidos, provocado por desregulacién de la
actividad proteolitica e inflamacion, esto ultimo también relacionado con la serpina-1
que actia en conjunto con las proteinas reactantes de fase aguda, modulando su
actividad (Lussier & Wilson, 2016), al tener una abundancia menor de serpina-1, las
proteina mediadoras de inflamacion aumentan su actividad y se produce dafio
celularftisular, en los pacientes con ELA, conllevando posiblemente a neuroinflamacion,
neurodegeneracion y degeneracion muscular. La desregulacion de esta proteina
conlleva generalmente a afecciones pulmonares severas, interesantemente esto
correlaciona con los estadios finales de los pacientes con ELA, los cuales
generalmente mueren por fallas respiratorias provocadas por una deficiencia de
serpina-1 en torrente sanguineo, lo cual ocasiona dafio en las paredes alveolares (Fahy
et al., 2006; Reniers et al., 2017).

La clusterina, es una proteina también conocida como apolipoproteina J, se
encuentra principalmente en biofluidos, y el sistema nervioso (neuronas motoras,
neuronas pontobulbares y astrocitos), su funcion es fungir como chaperona. En este
estudio, la clusterina se encontré elevada en el plasma de pacientes con ELA, lo que
concuerda con estudios previos sobre el papel de esta proteina en enfermedad de
neurona motora, donde reportan que en condiciones de estrés celular o de patologia su
expresion se encuentra elevada, por lo cual se considera una proteina de estrés.
Ademas del procesamiento de otras proteinas, la clusterina también ha sido

relacionada con procesos de activacion de la glia y regulacion de muerte celular, por lo
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gue durante la induccién de apoptosis funge como antagonista de la proteina Bax,
previniendo la liberacion de citocromo C mitocondrial y por ende, la activacion de
caspasas, por lo que en ELA, esta proteina posiblemente promueve la apoptosis de
neuronas motoras. El incremento en la abundancia de la misma podria contribuir al
proceso de neurodegeneracion, ademas, al encontrarse con mayor abundancia esta
genera errores en el proceso de maduracion de otras proteinas, por ejemplo, otras
apolipoproteinas (acumulandose intracelularmente y resultando tbxicas para las
neuronas) y proteasas (desregulando la actividad proteolitica), contribuyendo asi a la
aparicién de manifestaciones clinicas caracteristicas de la ELA (Zinkie et al., 2013).

Por otro lado, a la ankirina-1 es una proteina que une a las proteinas de
membrana con la actina/B-espectrina del citoesqueleto celular, ademéas de ser una de
los principales componentes de éste. La ankirina-1 se expresa en diversos 6rganos,
pero se encuentra principalmente en cerebro, corazén y musculo esquelético. Esta
proteina adaptadora participa principalmente en la formacion de complejos proteicos
gue conforman canales y transportadores que incluyen a los canales de sodio/calcio
dependientes de voltaje en neuronas. Esta proteina mostré una abundancia disminuida
en el plasma de pacientes con ELA y aunque aun no existen estudios que la relacionen
con la enfermedad, si se ha encontrado desregulada en pacientes con ELA, sin
embargo, al contrario de lo encontrado en este estudio su expresion se encuentra
incrementada en cerebros de individuos con ELA, dicha diferencia en la abundancia de
la proteina puede deberse al tipo de muestra ya que el cerebro es uno de los
principales 6rganos que la expresan, por otro lado, en el plasma sanguineo no es tan
abundante. Interesantemente, la ankirina ha sido relacionada con un gran nimero de
patologias, entre ellas la ELA. Se ha observado que cambios en la expresion de esta
proteina en el soma y dendritas de células de Purkinje y células granulosas de cerebelo
se relaciona con algunos trastornos de movimiento (que pueden estar presentes en
enfermedad de neurona motora). La desregulacién de esta proteina también se ha
asociado a cambios de humor, episodios de mania y depresién (muy frecuente en
pacientes con ELA), lo anterior se debe principalmente a que al desregularse la
expresion de ankirina se modifica la conectividad sinaptica y los circuitos neuronales,
esto consiste en pérdida de sinapsis entre interneuronas y células de Purkinje en
cerebros deficientes de ankirina, como es el caso de lo observado en este estudio.

Estos cambios en la expresion de la proteina también resultan en errores de circuitos
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neuronales donde estan involucrados algunos neurotransmisores como serotonina,
dopamina, acetilcolina y GABA (4cido gama aminobutirico). Especificamente la pérdida
de la expresion de ankirina conlleva a una retraccion de botones presinapticos
(causados por una desestabilizacion del citoesqueleto), disrupcién de algunos canales
dependientes de voltaje y finalmente neurodegeneracion (Cunha & Mohler, 2009; Wang
et al., 2006; D’Arrigo et al., 2010).

En relacion a la proteina asociada nucleo acumbens, ésta es una proteina con
motivos de dedos de zinc que promueve la proliferacion celular, apoptosis, control
transcripcional y el mantenimiento de la morfologia celular (Sekine et al., 2015). Esta
proteina se expresa principalmente en cerebro, particularmente en el nucleo
accumbens, area relacionada con el sistema de recompensa y con las adicciones. En
este trabajo la proteina fue méas abundante en plasma de pacientes con ELA (con
respecto a controles), sin embargo, resulta interesante encontrarla en plasma
sanguineo debido a que se trata de una proteina cerebral, lo cual se podria explicar por
su paso a través de BHE, ya que la integridad esta se encuentra comprometida por
diversos mecanismos como la neuroinflamacion y la exacerbacion de la actividad
proteolitica. Esta proteina funge como co-represor transcripcional mediante el
reclutamiento de diversas desacetilasas de histonas (HDAC), teniendo como blanco
genes relacionados al control de la apoptosis. A pesar de que esta proteina no ha sido
relacionada con la ELA, ha sido ampliamente estudiada en cancer por su papel en la
sobrevivencia de las células tumorales en hipoxia. Con base a sus caracteristicas
moleculares, esta proteina puede participar en ELA a través de la represion
transcripcional de la proteina de detencion de crecimiento inducible por dafio a DNA
(GADDA45GIP1), asi como el reclutamiento del proteasoma de nucleo a citoplasma para
el mantenimiento de espinas dendriticas (Zhang et al., 2017).

Al parecer, las proteinas desreguladas que identificamos juegan un papel en el
desarrollo de la ELA, especificamente en los procesos moleculares que conlleva la
patologia, dichos procesos han sido previamente descritos (Kiernan et al., 2011), de
estos mecanismos las proteinas identificadas participan principalmente en:
desregulacion génica, resultando en cambios en la expresion de transcritos y, por ende,
de proteinas; alteraciones en el metabolismo de biomoléculas, que provoca errores en
el transporte celular y en algunos casos errores en diversas vias de sefializacion;

agregacion de proteinas, por errores en la abundancia de algunas chaperonas y en el
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proteasoma, lo cual conlleva a proteinas mal plegadas que generan depdsitos
intracelulares toxicos para las células; activacion de la glia, que resulta en la liberacién
de moléculas neurotoxicas; neuroinflamacion, proceso que deriva de la activacion de la
glia, asi mismo es un determinante de la neurodegeneracion ya que generalmente se
acompanfa de dafo tisular/celular; errores en mecanismos de detoxificacion celular, que
favorecen un incremento de los radicales libres, especialmente las especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno, asi como de perdxido de hidrogeno, producidos por el propio
metabolismo; y finalmente, desregulacion proteolitica, la cual conduce a alteraciones de
diversos oOrganos, matriz extracelular y degeneracion neuromuscular (Kuger et al.,
2013).

Con respecto a la desregulacion proteolitica, en este estudio se encontr6 un
aumento estadisticamente significativo en la actividad de la MMP-9 en el plasma de los
pacientes con ELA. Este aumento en la actividad puede ser atribuido a la desregulacion
proteémica mencionada con anterioridad, ya que varias proteinas identificadas como
desreguladas participan en el control de la protedlisis. EI aumento en la actividad
proteolitica se ve reflejado principalmente en la clinica y se traduce en alteraciones a
nivel sistémico, sin embargo, en la ELA la principal manifestacion es la degeneracion
de nervio-muasculo. Aunado a esto, el andlisis de correlacion entre la actividad
proteolitica de la MMP-9 y los datos clinicos (ALSFRS-R e indice de Kimura), mostré
una correlaciéon estadistica entre dichas variables, lo que sugiere que las MMP pueden
fungir como indicadores de progresion de la enfermedad ya que mientras mayor sea la
actividad proteolitica, la evolucion y severidad de la enfermedad sera mayor, mientras
que la funcionalidad se reducira.
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10. Cenclusiones

Los plasmas de pacientes con ELA presentan una expresion diferencial de 37 proteinas
diferenciales con respecto al plasma de individuos sanos, de las cuales 14 de las que se
identificaron se encuentran relacionadas a procesos como neuroinflamacion, metabolismo
de biomoléculas, detoxificacion celular, regulacion de MEC, control de actividad
proteolitica, regulacién génica y mantenimiento se sistema nervioso.

Entre las proteinas desreguladas en ELA se encontré a la serpina-1, la clusterina,
la proteina asociada a nucleo accumbens y la ankirina-1; las cuales no han sido del todo
caracterizadas o en algunos casos reportadas previamente en casos de ELA.

Existe una desregulacion en la actividad proteolitica en el plasma de los pacientes,
la cual es significativamente mayor con respecto al plasma de individuos sanos. A mayor
actividad proteolitica, el cuadro clinico (como evolucion, funcionalidad y severidad de la
enfermedad) se vera de igual forma afectado.
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11. Penspectivas

- Cuantificar mediante pruebas mas especificas (ELISA y western blot) la abundancia y

actividad de las MMP en plasmas de pacientes con ELA y controles.

- Realizar la confirmacion de la abundancia diferencial de al menos dos de las

proteinas identificadas por MS que no han sido caracterizadas en ELA.

- Realizar estudios moleculares que permitan caracterizar a la proteina asociada a

nucleo accumbens con la ELA.

- Identificar y cuantificar a la proteasa diferencial observada en los pacientes con ELA
mediante técnicas protedmicas mas sensibles, como por ejemplo el marcaje con

sondas isobaricas.

- Analizar por técnicas de Shotgun Proteomics los plasmas de pacientes para obtener
un espectro mas amplio de los cambios en el perfil proteébmico del plasma de pacientes
con ELA.

- Ampliar la n muestral y comparar los resultados obtenidos a partir de plasmas de
pacientes con LCR.

- Realizar ensayos funcionales para determinar la participacién de alguna de las
proteinas identificadas en el desarrollo o evolucion de la patologia.
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