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Abreviaturas.

Abreviatura
B

IL

BDNF
TNF
DSM

CIE

OoMS
sIL-2R
sTNF-R1
sIL-6R
Treg
CANMAT
ISBD
SCID-I-E

Glosario

Respuesta a tratamiento: Disminucion del 50% de sintomatologia de mania y puntaje

Significado

Trastorno Bipolar

Interleucina

Factor Neurotroéfico Derivado del Cerebro

Factor de Necrosis Tumoral

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
Clasificacion Internacional de Enfermedades
Organizaciéon Mundial de la Salud.

Receptor soluble de IL 2

Receptor soluble 1 de TNF

Receptor soluble de IL 6

Células T reguladoras

Canadian Network for Mood and Anxiety Treatments
International Society for Bipolar Disorders

Entrevista Clinica Estructurada para DSM-5 para Eje | version espafiiol .

menor a 12 en la escala de mania de Young.

Citocinas: Proteinas de peso molecular bajo que son responsables de respuesta a
infecciones, reacciones inmunoldgicas y lesiones, para ello intervienen en la maduracién,
diferenciacién celular, hematopoyesis, reparacion tisular, comunicacién intracelular,
proliferacion y muerte celular. Actian uniéndose a la superficie celular a través de
receptores, y se clasifican segun el lugar o etapa de respuesta inmune. Ellas pueden tener

impacto sobre los neurotransmisores y neuropéptidos.

Citocinas proinflamatorias: IL-1beta, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a e IFN-g

Citocinas antinflamatorias: IL-10, IFN-a y el factor beta de Transformacion de crecimiento

(TGF-b)



1.- Antecedentes.

1.1 Epidemiologia.

El trastorno bipolar (TB) es una enfermedad mental crénica asociada con episodios
depresivos, maniacos y mixtos, la cual se relaciona fisiopatolégicamente con otros
problemas en la funcién cerebral*?, que puede explicar la conexién especifica entre
fendmenos neurobiolégicos, sintomas clinicos y comorbilidades, por lo cual una mejor
comprensién en la relacidon entre estos fendmenos llevara a tener mejores tratamientos
para las personas que la padecen?.

El TB tiene una prevalencia cercana al 1% independientemente del género u origen
étnico?. La determinacién precisa de la prevalencia depende de la deteccién de la
enfermedad y de la definicién usada para trastorno bipolar. A lo largo del tiempo se han
usado diferentes criterios para definir la enfermedad, con el uso de distintos instrumentos
diagndsticos en diferentes muestras poblacionales?. Asi cuando se realizan ajustes mds
amplios en la presentacidon y duracion de los criterios diagndsticos, la prevalencia del
trastorno bipolar se acerca al 6.5% con un nivel de disfuncion igual al que se tiene con
criterios méas exigentes (actuales) que reflejan una prevalencia del 1.3%3. En general se
estima que la prevalencia a nivel mundial se encuentra en un rango del 0.4% al 1.7% %4

En México, de acuerdo con la encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica (ENEP), los
trastornos mentales con mayor frecuencia son los trastornos de ansiedad, los trastornos
depresivos, el trastorno por déficit de atencién, esquizofrenia, trastorno bipolar y los
relacionados con el uso de sustancias, siendo la prevalencia de la enfermedad entre el 0.9
y el 1.8 siendo practicamente la misma que a nivel mundial®. En San Luis Potosi no se cuenta
con una estadistica respecto a prevalencia e incidencia, sin embargo, en la Clinica
Psiquiatrica “Dr. Everardo Neumann Pefa” se tienen registrados 830 pacientes que acuden
regularmente a tratamiento®. En el 2018 se atendieron 1048 consultas en el servicio de
consulta externa con este diagndstico, hubo 148 ingresos con diagndstico de trastorno
bipolar y 96 internamientos en fase de mania.®

Desde su conceptualizacion se ha intentado dotar de parametros paraclinicos
etiopatoldgicos o fisiopatoldgicos, a los sistemas de clasificacidn, sin embargo, no ha sido
posible su inclusidn por la dificultad de medicidn, y consistencia de dichos parametros.? Asi
las caracteristicas clinicas de presentacidn en los sistemas clasificatorios vigentes, como el
Manual Diagndstico y Estadistico de los trastornos mentales (DSM 5)7 y el Sistema de
Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE 10)8, siguen siendo los sistemas donde
basamos los criterios diagndsticos para dar seguimiento a la propia enfermedad. En estos
criterios se contempla la diferenciaciéon de episodios en maniacos, depresivos e
hipomaniacos, que no son debidos por alguna otra condicion médica’2.



1.2 Diagnostico.

El TB es un trastorno clinicamente heterogéneo con un curso variable que inicia tipicamente
en la adolescencia tardia o en la adultez temprana, con un pico de presentacion que va de
los de los 17.24 afios con una desviacion estandar de + 3.20 afos, a los 32 aflos + 11.96 de
desviacidn estandar y una media de presentacidon de 24 afos + 5.12 afos de desviaciéon
estandar. Por ello se considera que es raro que se inicie en los extremos de la vidaZ.

De acuerdo con la clasificacidon tradicional, se ha conceptualizado en funcién de la presencia
predominante de uno o varios episodios de mania con sintomas psicéticos, que alterna con
episodios depresivos que también presentan disfuncionalidad marcada?. Sin embargo,
muchos pacientes inician con cuadros depresivos o de hipomania que pasan desapercibidos
por familiares y médicos durante un promedio aproximado de 8 afios, antes de que
aparezca un episodio de maniaZ. Por ello, la fase de mania es la entidad clinica del trastorno
bipolar mds distinguible y detectable, ya que la fase depresiva de la enfermedad es
clinicamente indistinguible de un episodio depresivo no bipolar y la fase de hipomania a
menudo no es reconocida por los clinicos como una enfermedad y los criterios para
diagnosticarla se encuentran en continuo cambio®*’. Por lo tanto el episodio de mania
sigue siendo el parametro clinico mas fiable para el diagndstico de TB*.

1.3 Criterios de Diagnéstico.

Segun el DSM 5, para realizar el diagndstico de trastorno bipolar | (trastorno con cuadros
depresivos y de mania), es necesario que se cumplan ciertos criterios (ver anexo 2), los
cuales se subdividen en criterios para mania y depresidn, siendo la presentacion del
episodio de mania el que da o confirma el diagndstico ya que se requiere de por lo menos
un episodio de mania para poder diagnosticar un trastorno bipolar tipo I*’. Siendo el TB una
enfermedad crdnica, los criterios diagndsticos de los diferentes episodios se pueden
presentar a lo largo de la vida, lo que a su vez le confiere una alta incapacidad dentro de los
trastornos psiquidtricos”.

A su vez el diagndstico de mania se basa en el cumplimiento de criterios diagndsticos (ver
anexo 2) los cuales se basan en la descripcidon de su definicion. Asi la mania se denomina
como a una elevacién anormal del estado de animo, la cual es persistente a través del
tiempo (por lo menos una semana), caracterizado por dnimo expansivo o irritable, con
incremento de la actividad o la energia dirigida, durante la mayor parte del dia, todos los
dias o la mayoria de ellos y que por la intensidad de la misma puede requerir hospitalizacién
en un periodo mas breve de tiempo’8. Durante este tiempo el paciente puede presentar un
aumento significativo en la autoestima, con sentimiento de grandeza, disminucién de la
necesidad de dormir, aumento en la velocidad y produccién del pensamiento y el lenguaje,
fuga de ideas o experiencia, incremento de la distraccién, hiperactivacion o agitacién



psicomotora, conducta hipersexual, impulsividad, errores de juicio que lo exponen a actos
con consecuencias dolorosas o imprudentes’8,

Derivado de lo anterior es evidente que el diagndstico sigue siendo clinico sin embargo para
su medicion se pueden utilizar diferentes escalas, siendo la mdas usada la Escala de Mania
de Young por su alta especificidad, sensibilidad, y alta correlacién para evaluadores
independientes de 0.93 %1°, Esta escala es en si una entrevista clinica estructurada que
evalla la severidad de los estados maniacos. Otras de las escalas usadas son la escala de
Beigel, escala de Petterson y la Brief Psychiatric Rating Scale; sin embargo, la escala de
mania de Young ha mantenido mejor rendimiento de prueba teniendo un valor predictivo
positivo de 83 y un valor predictivo negativo de 66, los cuales han sido superiores a las otras
pruebas®

1.4 Tratamiento.

El adecuado tratamiento del trastorno bipolar es complejo, multi e interdisciplinario, el cual
se realizard durante toda la vida del paciente posterior al diagndstico!?. Al ser una
enfermedad crénico-deteriorante se siguen los preceptos del manejo de estas
enfermedades que involucran intervenciones para los individuos, familia y entorno. Por lo
que el manejo basico incluye diagndstico —atencién de la enfermedad y sus comorbilidades,
psicoeducacidn, psicoterapia y farmacoterapia®®.

Dado que la enfermedad tiene varias fases de presentacién (Mania, hipomania, eutimia y
depresion), existen guias de manejo para cada una de ellas®!!, Especificamente en la fase
de mania existe una variedad de estrategias farmacoldgicas que incluyen el uso de litio,
valproato, otros antiepilépticos, antipsicdticos tipicos y atipicos, y otros agentes como las
benzodiacepinas'®. Para el uso de estos fadrmacos se usan los criterios de medicina basada
en evidencia que recopilan las diferentes guias de tratamiento, especificamente la Guia
Canadiense CANMAT?, que es la guia mas actualizada a nivel mundial y la guia de
tratamiento de México del CENETEC'!. Ambas basadas en los principios de seguridad,
tolerabilidad y evidencia de eficacia'®!!. En la fase de mania se puede usar monoterapia o
terapia combinada, sin embargo, no significa que para el tratamiento se deba usar primero
la monoterapia, sino que se considere la intervencion que el clinico crea mas conveniente
respecto a la intensidad de los sintomas y la necesidad de disminuir la sintomatologia del
paciente!®. Sin embargo, las modificaciones al tratamiento se sugieren se realicen
evaluando una o dos semanas posteriores®1?,

Aproximadamente el 50% de los pacientes responden con monoterapia a las 3 —4 semanas
usando los medicamentos de primera linea, los cuales son: litio, quetiapina, valproato,
asenapina, aripiprazol, paliperidona, risperidona vy caripiprazina. Sin embargo,
carbamazepina, olanzapina, ziprasidone y haloperidol también cuentan con evidencia de
nivel 1 para el tratamiento eficaz de mania, pero han pasado a ser una segunda opcién dada
su tolerabilidad y seguridad por los efectos secundarios que presentan?®,



Respecto a la terapia combinada se sugiere combinacidn de antipsicéticos atipicos
(quetiapina, aripiprazol, risperidona o asenapina) con litio o valproato. En general la terapia
combinada es preferida sobre la monoterapia debido a que los estudios clinicos sugieren
un 20% mas de pacientes responden con combinacién, es decir un 70% de los pacientes
responderan en las primeras 4 - 5 semanas. Si no presentan respuesta se considera
adicionar o cambiar esquema de tratamiento o el uso de Terapia Eléctrica Convulsiva'®.

1.5 Carga de la enfermedad.

El TB estd en el lugar nimero 17 de las enfermedades con mayor carga de la enfermedad?3.
Segun el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los costos directos e
indirectos asociados al TB son muy altos, debido a la prevalencia, el impacto sobre los
individuos, el impacto en la funcionalidad, cuidadores y las implicaciones econémicas para
el gobierno y la sociedad*®', Para la OMS el TB reportaba mas perdidas econdémicas que
cualquier forma de cancer, enfermedad de Alzheimer y epilepsia'? y especificamente las de
fases de mania son mayormente asociadas con hospitalizacién, lo que hace al trastorno
bipolar en fase de mania el mas costoso que las otras formas de trastorno bipolar'’.

En el Reino Unido el costo estimado del TB fue de 342 millones de libras en el periodo de
un afio'*. En México no existe un estimado del costo directo del TB, sin embargo, en la
Clinica Psiquiatrica “Dr. Everardo Neumann Peiia”, el costo mas bajo por dia de estancia, sin
medicamentos, asciende a $1,700 y un paciente permanece internado de 30 a 45 dias en
promedio, y el costo del tratamiento estandar oscila entre los $ 5,000 y S 6,000 pesos
durante el internamiento y $2000 a $S3000 pesos al mes posterior al egreso, costo que es
cubierto parcialmente por la cobertura nacional de salud®.

Con los datos mencionados anteriormente, se considera que el TB es una de las condiciones
médicas mas incapacitantes de no ser tratada adecuadamente y oportunamente, y
conocemos que si el tratamiento es adecuado y oportuno la mejoria en la calidad de vida 'y
disminucidn del deterioro es considerable®>18,

Ademas de la alteracién de la conducta y los costos antes mencionados, el impacto de la
enfermedad reside en el deterioro neuroldgico secundario a neurodegeneracion®®? su alta
comorbilidad con enfermedades cardiolégicas, cerebro-vasculares, metabdlicas vy
enddcrinast’ 1y su disminucion en la esperanza de vida de 8 a 14 afios 17-1%23, Se considera
que multiples causas contribuyen a esta mortalidad, entre ellas el suicidio 13172324
especialmente en los primeros 5 afios posteriores al diagndstico?*, accidentes, homicidios y
enfermedades crénico-degenerativas?*?7, siendo éstas las que mds contribuyen, en un 80%
a la mortalidad en los pacientes con TB'*2427 presentando un riesgo general de 1.5 veces
mayor que en la poblacién general, un riesgo del doble para muerte por enfermedades
cardio-vasculares y metabdlicas, y tres veces mds de riesgo para enfermedades
respiratorias como asma y EPOC!}®?326 Se desconoce la causa directa de estas
comorbilidades, pero se consideran dos aspectos en esta relacidn, los estilos de vida
secundarios a la enfermedad mental y/o que se comparte una fisiopatologia comun para
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las enfermedades crénica degenerativas?®?® y otras enfermedades con componentes
autoinmunes?®

En apoyo de la teoria fisiopatoldgica comuin con las enfermedades cronico-degenerativas
se ha descrito una disminucién de todas las causas de mortalidad en pacientes con TB
tratados con antipsicéticos en comparacién con pacientes no tratados?%?>2%, en donde no
se hizo intervencién directa para cambiar los estilos de vida?#2®. Por ello los conocimientos
actuales en la fisiopatologia de la enfermedad, sugieren que se trata de una enfermedad
mas compleja, con implicacién sistémica, que requiere mayor investigacion en los
mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad dentro de los cuales se han contemplado
componentes genéticos, alteraciones del neurodesarrollo, procesos neurodegenerativos,
entre otros, donde se involucran alteraciones inmunoldgicas®®%°.

1.6 Fisiopatologia e inmunologia en TB.

En la actualidad se investiga el posible rol del sistema inmune en la fisiopatologia de los
trastornos mentales mayores?®-32, Se han propuesto hipdtesis bioldgicas extendidas para
explicar el papel de varios biomarcadores para los trastornos del estado de animo y para
probar la probable causalidad de los procesos moleculares responsables de la alteracion del
almacenamiento, la recuperacién y el procesamiento de informacién en el cerebro y la
alteracion de la funcion de circuitos neuronales especificos durante los episodios del TB.
Estas hipdtesis se han puesto en el contexto de cambios en la genética, estructura, funcién,
fisiologia y neuroquimica del cerebro en el TB, principalmente cambios en neuroplasticidad,
neuroinflamacién, vias de sefalizacidn intracelular, bioenergética, estrés oxidativo y
nitrosativo, apoptosis y protedlisis, sefializaciéon de calcio. y transporte de membrana o
vesicular®’ (Figural). Se han reportado niveles anormales citocinas pro-inflamatorias en
suero, plasma vy liquido cefalorraquideo en pacientes con trastornos del afecto incluyendo
al trastorno bipolary esquizofrenia®®3°, pero al parecer, se piensa que solo en un tercio total
de la poblacién con enfermedades mentales el rol fisiopatoldgico es netamente relevante
para la enfermedad®. Se tiene como hipétesis que el estado pro-inflamatorio de las
citocinas en las redes neuronales induce sintomas psicopatoldgicos involucrados en la
patogénesis y fisiopatologia de los trastornos mentales mayores?® 303358,

Diversos estudios han ligado los procesos inflamatorios con los cambios en
neuroplasticidad, muerte neuronal, accion y funcionalidad de los neurotransmisores,
hormonas y neurotrofinas?®-34. Dichos procesos posiblemente se encuentren involucrados
en las diversas fases de la cascada de inflamacidn, donde intervienen multiples moléculasy
biomarcadores inflamatorios como son los reactantes de fase aguda, citocinas y
guimiocinas, inmunoglobulinas, proteinas de complemento, factor B, Proteina C reactiva de
alta sensibilidad (hsCRP)?8-2°,
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DISORDER

DISEASE Bipolar disorder / Comorbid disease —
CELLULAR Dysfunction of neuronal circuils responsible for mood regulation and information processing

DYSFUNCTIONS Disrupted intracellular and intercellular signaling/Mitochondrial dysfunctions/Neuroprogression

I I 1 ] I | ]

SPECIFIC Apoptotic factors, ROS, RNS, Inflammatory Neurotransmitters, Calcium ATP
COMPONENTS Proteases Antioxidants cytokines  Neurotrophins, Hormones

[ ] N Sl

CELLULAR Apoptosis, Oxidative and
FUNCTIONS Proteolysis nitrosative stress

1T N\ "wd

Bioenergetics,

Neurcinfiammation Signaling pathways Transport

PRINCIPAL Disturbed brain development and neuroplasticity, Brain atrophy
IMPACT (neurons, astrocytes, microglia, vasculature)
] I I A
ORIGIN Genetics and «—— Environmental factors ~ +—— Allostatic load,
epigenetics « Prenatal and perinatal pathology Chronobiology

« Stressful kfe events, maladaptation
« Ischemia, hypoxia, drug abuse, neurotoxins

Figural.

Estos hallazgos han sugerido que el Sistema inflamatorio y neuroldgico se encuentran
estrechamente relacionados en la neuropatogenia de la enfermedad bipolar?®31, A partir
de estos hallazgos se ha sumado evidencia reciente de que en pacientes con trastorno
bipolar en las diferentes fases de la enfermedad, se encuentran circulando sistémicamente
citocinas pro-inflamatorias?®, con la funcionalidad de activar neutréfilos, proliferacion de
células B, sintesis de proteinas de fase aguday el incremento de la permeabilidad vascular?®
31 como un mecanismo adaptativo ante la enfermedad o como parte de la
neurodegeneraciéon de la enfermedad pero que dan cuenta de la presentacién clinica
observada como deterioro cognitivo y resistencia al tratamiento que pudiera estar mediado
por la respuesta inmunoldgica3>38 >,

Dicho lo anterior se considera que dentro de los hallazgos mas consistentes bioldgicos en
TB tienen que ver con los procesos inflamatorios, especificamente la disfuncién del
complejo mitocondrial | y la inflamacion crénica3®. Las mitocondrias son potentes
activadores del sistema inmune, y esto puede ocurrir en parte a través del inflamasoma
NLRP3, que se ensambla y se activa después de la liberacion mitocondrial de especies
reactivas al Oxigeno®. Dado que la disfuncidon del complejo | en el TB podria conducir a un
aumento de la produccion de especies Reactivas a Oxigeno mitocondriales, la activacion del
sistema inflamatorio mediada por el inflamasoma NLRP3 puede ser la base de una mayor
liberacion de citocinas en el SNCy en la periferia incluyendo IL-6, TNF-a, IFN-g, y IL-1beta de
los pacientes con TB (Figura 2) 28-30,38 39,60,
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Figura 2. Activacion inflamatoria por disfuncion
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Por otra parte, teniendo en cuenta que las citocinas pro-inflamatorias se producen por
activacion de las células endoteliales, células del sistema mononuclear fagocitico y células
T, la teoria del macroéfago/células T. Esta teoria propone que la activacion crénica de
macréfagos y células T producen citocinas y compuestos inflamatorios que impactan en el
desarrollo cerebral y predisponen al cerebro a la interaccién en sujetos genéticamente
predispuestos con situaciones ambientales que precipitan los sintomas del trastorno
bipolar°.

En los pacientes con trastorno bipolar se ha observado una activacién en la expresién
genética de los monocitos los cuales son mas extendidos que los involucrados en los genes
de los monocitos en la esquizofrenia 332, Sin embargo, esta sobre expresion de la activacion
genética de monocitos es particularmente mayor en los casos de pacientes con episodios
activos de mania, depresidon o psicosis afectiva3343’. Por otro lado, la enfermedad
esquizofrénica pareceria estar mas relacionada con una sobreactuacion inmune Th2,
mientras que los pacientes bipolares mostrarian con mayor frecuencia una respuesta
inmune relacionada con los monocitos. Se puede especular que los diferentes sintomas de
la esquizofrenia frente al TB serian el resultado de un perfil inmunoldgico distinto con una
predisposicion genética compartida. Este modelo explica la evolucién diferente de los
pacientes psicoticos del primer episodio. En algunos de estos pacientes, una respuesta
inmunitaria Th2 prevalente se asociara con sintomas negativos / cognitivos y un diagndstico
de esquizofrenia, mientras que una respuesta relacionada con monocitos con sintomas
afectivos se asociard con un diagndstico de TB. Esta hipdtesis concuerda con la opinidn
actual de que existen fenotipos intermedios entre la esquizofrenia y el TB y no existe una
distincién clara entre los dos trastornos en términos de marcadores bioldgicos (Fig. 3)62. Por
lo que se observan niveles anormales de citocinas pro-inflamatorias, quimosinas y
adipocinas en pacientes con trastornos afectivos especialmente en mania33%34, En
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particular, la desregulacion de citocinas podria ser responsable de los aspectos
neurodegenerativos observados tanto en la esquizofrenia como en el TB, particularmente
en pacientes con enfermedad de larga duracién. Algunos estudios muestran que secrecion
de citocinas inflamatorias activan mecanismos neuroinmunes anormales involucrando
circuitos neuronales especificos relacionados con la modulacién emocional31,37-3961,

T Lipid peroxides T Reaction: kynurenine—kynurenic acid
. Arachidonic acid NMDA Acehicholing
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T PGE
e roduction HPA axis v l
membrane P dysregulation
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Figura 3.- Interleucina-6: ¢ Un marcador bioldgico comun de esquizofrenia y trastorno bipolar? BD, trastorno bipolar; HPA,
eje hipotaldmico-hipofisario; IDO, indolamina-pirrol 2,3-dioxigenasa; IFN, interferén; NMDA, receptor de N-metil-D-
aspartato; PGE, prostaglandina E.

Esto ha hecho investigar sobre el papel de variables pro-inflamatorias e inflamatorias, de
activacion de la microglia y el sistema fagocitico en estos trastornos mentales, teniendo
resultados variables, que indican alteraciones en IL-1, IL2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IL-23 y TNF-
alfa, TGF-R1, interferén-gamma y los receptores de estas citocinas, en esquizofrenia,
trastorno bipolar y depresion severa?®2°3%-4% | o anterior se ha observado en los primeros
episodios de psicosis en los pacientes bipolares y en estudios postmortem de los mismos
donde es consistente la observacion de activacion de microglia y niveles elevados de
citocinas®’.

Aunado a esto, algunas alteraciones inmunoldgicas detectables en sangre periférica,
sugieren que las alteraciones son tanto inflamatorias como antinflamatorias?’,
probablemente porque se trate de moléculas que intervienen en la adaptacion a la
enfermedad o que son dependientes entre ellas o dependientes de la fase en la que se
encuentre el paciente, eso nos explica porgue se encuentran niveles aumentados de TNF-
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alfa, asi como de su receptor en mania y en depresién, pero permanecen inalteradas en
eutimia, en cambio el incremento de IL-6 se observa en eutimia y mania®’ .

En un meta andlisis del 2013 comparé los niveles de diversas citocinas en pacientes con TB
en sus diversas fases y controles sanos, el cual incluyé 18 estudios, con un total de 761
pacientes y 919 controles, mostré que existian altas concentraciones de IL-2, sIL-2R, TNF-
alfa, sTNF-R1 y sIL-6R*, asi mismo Modabbernia et al (2013) en un meta analisis de 30
estudios , con 1351 pacientes bipolares confirmé que los niveles de slL-2R, TNF-alfa, sTNF-
R1 y sIL-6R fueron significativamente mas elevados que en los sujetos controles,
independientemente de la fase®.

Con fundamento, en este tipo de hallazgos, diversos estudios han usado biomarcadores
inmunolégicos como parte del estudio de la fisiopatologia del Trastorno Bipolar asociando
biomarcadores inflamatorios (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17-alfa, interferén-gamma),
neurotrofinas (BDNF) y biomarcadores del estrés oxidativo (sustancias reactivas al acido
thiobarbiturico, Protein Carbonyl content (PCC), Proteina C Reactiva de alta sensibilidad
(hsCRP) que se han propuesto como biomarcadores de estatificacion y validacion3>40-48,

En la traduccién clinica estas sustancias pro-inflamatorias inducen la activacion de células
inmunes y tienen un impacto sobre la neurodegeneracion de la corteza prefrontal
(alteraciones cognitivas observadas) y en hipocampo (alteraciones en el control o valor
emocional)*®. Con lo observado en estos hallazgos, también se ha tratado de valorar el
impacto clinico del tratamiento y el efecto que estos pudieran tener sobre las variables
inmunoldgicas. En estudios en modelos animales se ha reportado que los antipsicéticos
atipicos tales como clozapina, olanzapina y risperidona, muestran una actividad anti-
inflamatoria y reduccién de las concentraciones de citocinas pro-inflamatorias en suero de
ratas, principalmente en IL-6, IL-10 y TNF-alfa®%>°,

Aunque se conocen estas alteraciones el rol que tienen en el proceso fisiopatoldgico aun no
es muy claro, y cada vez se amplia mas el numero de moléculas del sistema inmune que
intervienen en la enfermedad, asi se han agregado al estudio otras citocinas como las
quimiocinas que inducen quimiotaxis en los sitios de inflamacion o lesidn y son clasificadas
en subfamilias CXC, CC, CX3C y XC, todas las quimiocinas van a interactuar con receptores
de proteina G transmembrana y a su vez estas pudieran tener actividades
neuromoduladoras, de neurotransmisién y de regulacidn de neurogénesis*.

A pesar de toda la informacion existente, la asociacién esencial no estad del todo clara, la
evidencia acumulada sugiere que, en el TB, la respuesta neuroinmune esta relacionada con
la neurotransmision, el sistema neuroendocrino, factores neurotrdficos y el estrés
oxidativo®®.

Aunque ya se han usado marcadores inmunolégicos como parte del estudio de la
fisiopatologia del Trastorno Bipolar, en los estudios especificos en mania los marcadores
mas consistentes se han propuesto el receptor soluble de TNF-alfa, IL-2, IL-6 el receptor
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soluble de IL-23%%> , como marcador de respuesta antipsicética se propone a la 1L-23 como
candidato de valoracidon posterior al tratamiento*?, sin embargo, esto no ha sido muy
estudiada y no es consistente ya que a la fecha como posibles factores prondsticos de
evolucién de la enfermedad y de respuesta a tratamiento son la IL-6 y el TNF-alfa®®-1, asi
mismo en el 2015, Vesile y cols. proponen también TNF-alfa, INF-gama, IL-6 y PCR ya que
en su estudio se observé que estas fueron mas altas antes de tratamiento y disminuyeron
posterior al mismo>2.

Recientemente, se ha considerado la importancia de realizar estudios que contribuyan a la
construccion de modelos fisiopatoldgicos y que involucren biomarcadores de estado,
pronostico y seguimiento, ya que las limitaciones de los sistemas diagndsticos actuales
como el DSM y de la CIE, se encuentran en que estan basadas en taxonomias clinicas que
no incluyen caracteristicas que delimiten mayor capacidad de pronostico y diferencias
terapéuticas entre pacientes que reciben el mismo diagndstico'’.

Por ello, recientes investigadores han sugerido estudiar la relacidn longitudinal entre los
diferentes  biomarcadores, la funcionalidad, presentaciéon clinica, variables
neuropsicoldgicas!®y respuesta a tratamiento*® Y>3, ya que, aunque se tiene documentado
el desbalance periférico inmunoldgico, se requiere un seguimiento sobre los cambios desde
el inicio de la enfermedad o anteriores al diagndstico y posteriores al tratamiento. En el
2015, Hayes y cols. conducen una cohorte al nacimiento con resultados parciales que estan
comparando el comportamiento de las interleucinas y la aparicidon de sintomas maniacos e
hipomaniacos en adolescentes donde se ha observado incremento de IL-6 aparentemente
al inicio de estas presentaciones clinicas.

Una propuesta para resolver este problema ha sido el desarrollo de biomarcadores> que
permitirian definir poblaciones genética y fenotipicamente mas homogéneas, como
estrategia para disminuir estas limitaciones la inclusién de medidas de las alteraciones
neurobioldgicas asociadas como lo son las moléculas pro-inflamatorias, neurotrdpicas y
moléculas de estrés oxidativo?:28294853 para diagndstico, tratamiento y prondstico. Un
ejemplo de ello es el estudio que realizo CIVIL-ARSLAN et cols. en el 2018, tratando de
demostrar la relacidn entre los niveles de IL-18 e IL-6 con las funciones cognitivas, lo cual
arrojo una brecha particularmente en la IL-18 como factor protector en el periodo de
eutimia, al reflejarse positivo en esta etapa®®. Asi mismo, anteriormente Igue R. et cols en
el 2011 demostrd que el tratamiento con quetiapina se asocidé con una mejora paralela de
los sintomas positivos y una normalizacién de las concentraciones séricas del receptor de
”__261, 62.
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2. Pregunta de investigacion.

¢Existira diferencia en la concentracién de citocinas séricas (IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL- 10,
IL-12, IL-23, TNF-alfa, Receptor soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF-alfa) en
pacientes con trastorno bipolar en mania, antes y después de la respuesta a tratamiento?

3. Justificacion.

El trastorno bipolar se ha convertido en un problema de salud publica debido a su elevada
carga de enfermedad, comorbilidad asociada, aumento de mortalidad cardiovascular, asi
como los costos relacionados. Son pacientes que utilizan mas servicios médicos, que se
hospitalizan con frecuencia, utilizan mds medicamentos y viven 10 aflos menos y con menor
calidad de vida.

Una de las hipdtesis para explicar la elevada morbilidad y mortalidad de estos pacientes, es
la existencia de una disfunciéon inmunoldgica asociada que los pondria en riesgo de una
mayor comorbilidad metabdlica y cardiovascular ya que durante la ultima década se ha
investigado, a través de estudios transversales, los niveles de citocinas en las diferentes
fases del TB con lo que se ha observado incremento en citocinas pro-inflamatorias, sin
embargo, se han realizado pocos estudios que relacionen si el tratamiento y control de los
sintomas de la enfermedad, podria corregir algunas de las variables inmunoldgicas que se
han observado alteradas y con ello modificar dicha condicidén. En este sentido con el uso
de algunos antipsicéticos vy litio se ha observado modificacidén de niveles de citocinas pro-
inflamatorias en modelos animales, pero en humanos se han conducido pocos estudios que
hayan medido las concentraciones de las citocinas en TB posterior a tratamiento,
encontrando disminucién en IL-23, IL-6 y TNF.

Nuestro estudio propone investigar el comportamiento de IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL- 10,
IL-12, IL-23, TNF-alfa, Receptor soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF-alfa ante la
respuesta al tratamiento, lo que nos permitiria aportar informacion sobre la fisiopatologia
del TB en fase de mania y si las alteraciones de las citocinas son un componente de la
enfermedad que no se modifica o si pueden ser modificados con el tratamiento lo cual
tendria implicaciones relevantes en la obtencién de un biomarcador de respuesta a
tratamiento y esto tener implicaciones futuras en prondstico de la propia enfermedad, de
respuesta y para las comorbilidades que se presentan.

Estos resultados podrian contribuir a crear hipdtesis sobre el comportamiento del proceso
inflamatorio del TB, especificamente durante el tratamiento de una de las fases de la
enfermedad en donde mayor riesgo representa. Ademds, podria contribuir a la
modificacion del concepto del trastorno bipolar como una enfermedad con localizacién
especifica en el cerebro sino como una enfermedad crénico degenerativa con implicaciones
sistémicas y que su tratamiento podria tener impacto en mejorar dichas implicaciones.
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4. Hipotesis.

Existe diferencia significativa (20%) en la concentracion de por lo menos 3 citocinas séricas
(IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-alfa, Receptor soluble de IL-2 y del Receptor
soluble de TNF-alfa) en pacientes con trastorno bipolar en mania, antes y después de la
respuesta a tratamiento.

5. Objetivos.

5.1 General.

Comparar la concentracién de citocinas séricas (IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, IL-23,
TNF-alfa, Receptor soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF-alfa) en pacientes con
trastorno bipolar en mania antes y después de la respuesta a tratamiento.

5.2 Especificos.

1.- Determinar los niveles de IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, TN- alfa, Receptor
soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF-alfa en pacientes con trastorno bipolar en
mania al inicio de tratamiento.

2.- Determinar los niveles de IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-alfa, Receptor
soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF -alfa, en pacientes con trastorno bipolar en
mania al presentar respuesta a tratamiento con la escala de mania de Young.

3.- Comparar los niveles de IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-alfa, Receptor
soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF -alfa, obtenidos al inicio del tratamiento y al
presentar respuesta.

5.3 Secundarios.

1.- Determinar si el cambio en las concentraciones de IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-23, TNF-alfa, Receptor soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF-alfa, correlacionan
con respuesta al tratamiento segln la escala de mania de Young.
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6. Metodologia.

6.1 Diseio.
Estudio cohorte prospectivo.

6.2 Lugar de realizacion:
Clinica Psiquiatrica “Dr. Everardo Neumann Pefa”.

6.3 Universo del estudio.
Todos los Pacientes mayores de 18 afios con trastorno bipolar en fase de mania que acudan
a la clinica psiquiatrica.

6.4 Sujetos participantes.

6.4.1 Criterios de Inclusion.

1.- Pacientes con trastorno bipolar en fase de mania segun los criterios del DSM 5 (Ver anexo
2).

2.- Edad entre 18 y 55 afios.

3.- Que acudan a la Clinica psiquiatrica Dr. Everardo Neumann Pefia y requieran
internamiento.

5.- Que el responsable legal firme consentimiento informado.

6.4.2 Criterios de no inclusion.

1.- Cualquier enfermedad crénica inflamatoria (Reumatoldgica, Oncoldgica o
endocrinolégica) diagnosticada previamente o durante su estancia en el hospital.

2.- Diagnéstico previo de diabetes mellitus.

3.- Diagnéstico de inmunodeficiencia.

4.- Diagnostico de otra enfermedad neuroldgica o psiquiatrica comorbida.

5.- Pacientes que presenten un reingreso y ya hayan sido incluidos en el estudio.

6.- Pacientes con Embarazo o lactando.

6.4.3 Criterios de eliminacion.
1. Incapacidad de procesar la muestra por cualquier causa.
2. Revocacién de consentimiento informado.
3. Paciente que después de la respuesta a tratamiento no acepte continuar en el
estudio.

6.5 Técnica de muestreo.
Muestreo por conveniencia hasta alcanzar el tamafio de la muestra requerido.

6.6 Tamaio de la muestra:
Dado que no existe un nivel normal conocido de citocinas se determind el tamafio de la
muestra bajo el siguiente procedimiento:

Para un analisis con t-Student para muestras pareadas de la concentracidén inicial vs final de
las citocinas, con un tamafio del efecto esperado de 0.2 y 0.3, nivel de significancia 0.05 y
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poder estadistico de 0.8, nos basamos en la diferencia observada en dos estudios previos
donde se evaluaron concentraciones antes y después de tratamiento usando la siguiente
formula:

4\1 '—'4‘:

t=

|
|((iN1 - 1)51: + (N, -
|

\

1)55)(L 5
Ny + N, —2 J\N; T N,

Donde obtuvimos los siguientes resultados:

Ya-Mei-Bai - 2015.

Haozhe Li- 2015

20% 30% 20% 30%
IL-6 n =40.81028 n=19.2745
Paired t | delta=7582 delta=11373
test sd = 16868 sd = 16868
sig.level = 0.05 sig.level = 0.05
power =0.8 power =0.8
alternative = alternative =
two.sided two.sided
IL-2 n =49.04397 n=22.74814
Paired t | delta =158 delta =238
test sd = 387 sd = 387
sig.level = 0.05 sig.level = 0.05
power = 0.8 power = 0.8
alternative = alternative =
two.sided two.sided
TNF-alfa | n=36.94756 n=17.56427 n=2.730637 n=2.351122
Paired t | delta=270 delta = 405 delta=12.45 delta=18.7
test sd =570 sd =570 sd=3.14 sd=3.14
sig.level = 0.05 sig.level =0.05 sig.level =0.05 sig.level = 0.05
power = 0.8 power = 0.8 power = 0.8 power = 0.8
alternative = alternative = alternative = alternative =
two.sided two.sided two.sided two.sided
IL-23 n=5.63901 n =3.815443
Paired t delta = 14.2 delta=21.2
test sd=9.4 sd=9.4
sig.level = 0.05 sig.level = 0.05
power = 0.8 power = 0.8
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alternative = alternative =
two.sided two.sided
IL-10 n=44.15704 n=20.89471
Paired t delta=0.91 delta=1.36
test sd=2.11 sd=2.11
sig.level = 0.05 sig.level = 0.05
power = 0.8 power = 0.8
alternative = alternative =
two.sided two.sided

Articulo Ya-Mei. Bai

IL-6 disminuciones de 20y 30 %
power.t.test (delta=7582, sd=16868, power=0.8, type="paired")
power.t.test (delta=11373, sd=16868, power=0.8, type="paired")

IL-2 disminuciones de 20y 30 %
power.t.test (delta=158, sd=387, power=0.8, type="paired")
power.t.test (delta=238, sd=387, power=0.8, type="paired")

TNF-alfa disminuciones de 20y 30 %
power.t.test (delta=270, sd=570, power=0.8, type="paired")
power.t.test (delta=405, sd=570, power=0.8, type="paired")

Articulo Haoze Li- 2015

TNF-alfa disminuciones de 20y 30 %
power.t.test (delta=12.45, sd=3.14, power=0.8, type="paired")
power.t.test (delta=18.7, sd=3.14, power=0.8, type="paired")

IL-23 disminuciones de 20y 30 %
power.t.test (delta=14.2, sd=9.4, power=0.8, type="paired")
power.t.test (delta=21.2, sd=9.4, power=0.8, type="paired")

IL-10, disminuciones de 20y 30 %
power.t.test (delta=0.91, sd=2.11, power=0.8, type="paired")
power.t.test (delta=1.36, sd=2.11, power=0.8, type="paired")

Con lo anterior se determind que de las citocinas con las que se hizo el célculo de la muestra

(IL2, IL6, TNF alfa, IL 23 e IL 10) el nimero de N requerido iba a ser 50 segun el célculo con
IL2 que era el nUumero mayor de muestra requerida, las otras citocinas a evaluar no se
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pudieron calcular debido a que en la busqueda bibliografica muestran datos parciales o
incompletos.

6.7 Instrumentos de diagndstico.

El diagndstico de trastorno bipolar en fase de mania lo realizaran los psiquiatras de la clinica
psiquiatrica de los diferentes turnos encargados del area de urgencias, posteriormente se
realizard por parte del investigador confirmacion de diagndstico, de acuerdo a la evaluacién
clinica y entrevista semiestructurada, M.I.N.I SCID — IV, y la evaluaciéon de mania con la
escala de mania de Young.

6.7.1 M.L.N.I. SCID-IV-E.

Todos los sujetos contaran con evaluacion y diagndstico por parte del servicio de
urgencias de la Clinica psiquiatrica y el diagndstico Bipolar sera confirmado mediante la
M.LN.I. Entrevista Clinica Estructurada para DSM-IV para Eje | version espafiol (SCID-I-E).

6.7.2 Escala de Mania de Young.

La Escala de Mania de Young es actualmente el instrumento mas utilizado por clinicos e
investigadores en este ambito, con una probada validez para evaluar Ila
gravedad/intensidad sintomatica y la respuesta al tratamiento (ver anexo 3). Esta escala es
heteroaplicada y requiere de un conocimiento sobre enfermedad mental por lo cual es
aplicada por personal del area de salud mental, es de facil aplicacién y su poder de
correlacién entre sujetos es de 0.93. Sin embargo, se realizard un estudio de concordancia
entre evaluadores.

La aplicacién de la escala lleva un tiempo aproximado de 15 a 20 minutos y se aplica con
preguntas directas y en base a la observacion de la conducta del paciente.

A todos los participantes en el estudio se les realizara la Escala de Mania de Young al inicio
del estudio y posteriormente cada semana.

6.8 Medicion de Citocinas.

Se realizé la medicidon de Niveles de IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-alfa,
Receptor soluble de IL-2 y del Receptor soluble de TNF-alfa, mediante los kits de BD™
Cytometric Bead Array (ver anexos), los cuales se analizaron en el laboratorio de
inmunologia de la Facultad de Medicina de la UASLP.

Las muestras bioldgicas fueron destruidas durante su proceso y analisis, por lo que no
guedan residuos de las mismas, en caso contrario, debido a que las pruebas fueron
realizadas por la facultad de medicina de la UASLP, los desechos biolégicos fueron tratados
de acuerdo a las Normas de la Comisidon Mixta de Higiene y Seguridad de la propia UASLP.
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6.9 Procedimiento y control de calidad del analisis de citocinas en suero / plasma

A) Se siguieron las instrucciones y recomendaciones por el fabricante, realizando el
siguiente procedimiento:

1. Se anadié 50 ul de la mezcla capturada a los tubos de ensayo correspondientes,
posteriormente se agité esta mezcla antes de agregarlas a los tubos de ensayo.

2. Se afiadi6 50 pl de la dilucion estandar control a los tubos de ensayo.
3. Se agregaron 50 pl de cada muestra de prueba a los tubos de ensayo de prueba.

4. Se Incubaron los tubos de ensayo durante 1.5 horas a Temperatura ambiente protegidos
de la luz.

5. Se anadié 1 ml de buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se centrifugd a una velocidad
de 200 durante 5 minutos.

6. Se aspird y desechod el sobrenadante, dejando aproximadamente 100 ul de liquido en
cada tubo de ensayo.

7. Se anadieron 50 ul del reactivo de deteccidn de citocinas inflamatorias al tubo de ensayo.

8. Se volvieron a Incubar los tubos de ensayo durante 1.5 horas a Temperatura Ambiente y
protegidos de la luz. A la par se realizé la configuracién del citémetro.

9. Se anadié 1 ml de buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se centrifugd a una velocidad
de 200 durante 5 minutos

10. Se aspird y desecho el sobrenadante de cada tubo de ensayo.

11. Se afladieron 300 ul de buffer de lavado a cada tubo de ensayo para re-suspender el
sedimento de microesferas.

B) En todas las corridas se incluyd un control negativo.

C) Se analizaron las muestras en el citdmetro de flujo, mediante la calibraciéon del mismo
con las primeras 9 rejillas de cada kit de medicidn, para cada una de las citocinas y las curvas
de calibracién se corrieron por duplicado

D) Las muestras se analizaron una sola vez y de las muestras no se hicieron diluciones y
tampoco hubo alguna muestra que se repitiera.

Se utilizo el citémetro de flujo modelo FACSCanto Il de BD, este equipo esta configurado
con 3 laser lo que te permite detectar por arriba de 8 colores. El sistema de fluidos cuenta
con una celda de flujo de alineacidn fija, lo que minimiza el tiempo de inicio y da mayor
reproducibilidad de los resultados. Ademas, cuenta con un sistema éptico disefiado para
maximizar la deteccidn de la sefial e incrementar la sensibilidad. El Forward scatter tiene
una sensibilidad de 1 micra y el Side scatter de 0.5 micras
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Los valores de sensibilidad de BD CBA Kits se resumen en el siguiente cuadro

Citocina Valores de Sensibilidad Citocina Valores de Sensibilidad
(pg/ml) (pg/ml)

IL-18 7.2 TNFa 3.7

IL-6 2.5 IL-12 1.9

SRTNFa 3.2 IL-23 12.3

IL-2 11.2 sIL-2R 21
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7. Andlisis estadistico.

Definicidn operativa de las variables.

Potenciales Variables de Medicion

Variable Escala Medida Control
Id Nombre Descripcién Valores Tipo
Edad Edad Numero de afios al 18-55 afos continua
inicio del estudio
Tab indice (Namero de 0 alinfinito continua
tabaquico cigarrillos fumados al pg/ml
dia /20) afos
fumados
Evol Tiempo Afios transcurridos 0a55 conteo
evolucién entre el diagndstico pg/ml
de la enfermedad y el
inicio del estudio.
IL1betai IL 1 beta Concentracion sérica O a infinito continua
Inicial de IL 1 beta al inicio pg/ml
del estudio
IL1betaf IL 1 beta final Concentracidn sérica O a infinito continua
de IL 1 beta al final pg/ml
del estudio
ILSi IL 8 inicial Concentracion sérica 0 ainfinito continua
de IL 8 al inicio del pg/ml
estudio
IL8f IL 8 final Concentracidn sérica 0 ainfinito Continua
de IL 8 al final del pg/ml
estudio
IL10i IL 10 inicial Concentracidn sérica 0 ainfinito Continua
de IL 10 al inicio del pg/ml
estudio
IL10f IL 10 final Concentracién sérica 0 a infinito Continua
de IL 10 al final del pg/ml
estudio
IL12i IL 12 Inicial Concentracién sérica 0 a infinito Continua
de IL 12 al inicio del pg/ml
estudio
IL12f IL 12 Final Concentracién sérica 0 a infinito Continua
de IL 12 al final del pg/ml
estudio
TNFalfai TNF alfa Concentracién sérica 0 a infinito Continua
inicial de TNF alfa al inicio pg/ml

del estudio
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TNFalfaf TNF alfa final Concentracién sérica 0 a infinito Continua
de TNF alfa al final del pg/ml
estudio
IL2i IL 2 inicial Concentracidn sérica 0 ainfinito Continua
de IL 2 al inicio del pg/ml
estudio
IL2f IL 2 Final Concentracidn sérica 0 ainfinito Continua
de IL 2 al final del pg/ml
estudio
IL6i IL 6 Inicial Concentracion sérica 0 a infinito Continua
de IL 6 al inicio del pg/ml
estudio
IL6f IL 6 Final Concentracion sérica 0 a infinito Continua
de IL 6 al final del pg/ml
estudio
IL 23i IL 23 inicial Concentracion sérica 0 a infinito Continua
de IL 23 al inicio del pg/ml
estudio
IL23f IL 23 Final Concentracidn sérica 0 ainfinito Continua
de IL 23 al final del pg/ml
estudio
rsiL2i Receptor Concentracion sérica 0 a infinito Continua
solubledeIL2 del receptor soluble pg/ml
inicial de IL 2 al inicio del
estudio
rsiL2f Receptor Concentracién sérica 0 ainfinito Continua
solublede IL2 del receptor soluble pg/ml
Final de IL 2 al final del
estudio
rsTNFai Receptor Concentracién sérica 0 ainfinito Continua
soluble de del receptor soluble pg/ml
TNF alfa de TNF alfa al inicio
inicial del estudio
rsTNFaf Receptor Concentracidn sérica 0 ainfinito Continua
soluble de del receptor soluble pg/ml
TNF alfa final de TNF alfa al final del
estudio
Young Escala de Puntaje obtenido en 0-60 Conteo
young la escala de young

Para el analisis estadistico los datos demograficos de los participantes se realizé un analisis
descriptivo de cada variable, se utilizaron porcentajes para las variables nominales y para
las variables continuas se usaron la media o mediana de acuerdo a la distribucidén y las
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medidas de dispersién se expresaron como desviacién estandar. Para el andlisis
comparativo de las variables de interés se realizd t-pareada o su contraparte wilcoxon,
dependiendo si no cumplian con las asunciones para t.

Los datos se computaron en el programa Excel 2010 y el paquete estadistico empleado para
este analisis fue el programa R versién 3.6.1 (2020) y el valor de significancia estadistica que

se tomo de referencia fue menor o igual a 0.05

Para fines estadisticos, los niveles menores de Limite de Deteccién fueron sustituidos por
LD/V2
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8. Resultados.

Para la presente investigacion se realizé un calculo de la muestra basado en la diferencia de
la concentracion Inicial vs Final de las citocinas encontradas previamente por diferentes
autores. Se escogieron las citocinas IL2, IL6, IL 10, IL 12, IL 23 y TNF alfa, teniendo en cuenta
un tamano del efecto esperado de 0.2 y 0.3, nivel de significancia 0.05 y poder estadistico
de 0.8, se escogid el calculo de la IL-2 que nos diera mayor nimero de sujetos necesarios
para la investigacion, el cual fue 50, con un tamafio del efecto de 0.2, (las otras citocinas
rondaron los 40 sujetos). Sin embargo, en la obtencidn de resultados no se pudo detectar
IL 2, por lo que se tomod el calculo de muestra de la IL 6, la cual fue la segunda con mayor
requerimiento de muestra, teniendo asi una N de 40 sujetos. Sin embargo para valorar el
impacto de esta disminucidn de la muestra se realizé el cdlculo del poder estadistico el cual
nos dio el siguiente resultado: Paired t test power calculation, n = 43; delta = 605; sd = 705;
sig.level = 0.05; power = 0.999796

Dadas las condiciones de la pandemia por Covid-19 no se pudo continuar con el ingreso de
pacientes, solo se completaron 43 sujetos de investigacién. Todos los sujetos fueron
hospitalizados con diagndstico de Trastorno Bipolar tipo 1 en fase de mania y egresados
hasta su recuperacion.

Las caracteristicas sociodemograficas de los 43 sujetos se describen en la tabla 1 (ver tabla
1) donde destaca que la edad media fue de 38 afios (DE= 10.3), la distribucidon entre
hombres y mujeres fue similar con un nimero de 23 mujeres y 20 hombres, la mayoria de
los sujetos contaban con educacién basica o mayor y el 20% con licenciatura o postgrado,
lo que refleja una distribucidn cercana a la poblacién general. Es de llamar la atencién que,
aunque la poblacidn estd en edad productiva solo la mitad de ellos (49%) se encontraba
realizando alguna actividad econdmica, es decir que es probable que se deba al impacto de
la enfermedad sobre la adecuada funcionalidad laboral y probablemente sobre Ia
funcionalidad de socializacién y relacién (en menor grado) ya que solo el 60% vivia en pareja
(ver tabla 1).

Ademas observamos que mas de la mitad (58% ) era de clase socioecondmica baja y el resto
de clase socioecondmica media (42%) y ninguno de clase alta. La distribucion observada en
la poblacién general siempre se ha descrito igual en las diferentes clases sociales, si que
consideramos que pueda ser debido al impacto funcional.
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas.

PACIENTES CON TRASTORNO BIPOLAR EN MANIA
N=43
VARIABLE DESCRIPTIVA
Min
Edad =19 Max = 55 Media=38 DE=10.36
VARIABLE CATEGORIA N PORCENTAIJE
Femenino 23 53.50%
Sexo .
Masculino 20 46.50%
Primaria 6 13.95%
Secundaria 12 27.91%
Escolaridad Bachillerato 16 37.21%
Licenciatura 8 18.60%
Posgrado 1 2.33%
Inactivo 13 30.23%
Hogar 11 25.58%
Ocupacion Empleado 13 30.23%
Profesionista 6 13.96%
. Pareja 27 62.79%
Estado Civil Soltero 16 37.21%
Nivel Bajo 25 58.14%
Socioecondmico Medio 18 41.86%
) Urbana 22 51.16%
Procedencia
Rural 21 48.84%

En el andlisis descriptivo de las variables clinicas observamos que menos de la mitad eran
consumidores de alcohol (44%) sin embargo no determinamos el nivel de consumo de este,
para el consumo de sustancias el 87% menciono no haberlas consumido y solo el 13 % haber
consumido de manera experimental, sin datos de dependencia. En nuestra muestra el 93%
no contaba con ninguna comorbilidad, lo cual es alto para lo reportado en otros estudios
sin embargo esto podria deberse a la media de edad de esta poblacién (38 afios), y a los
criterios de seleccion que requerian que no tuvieran otra comorbilidad (ver tabla 2).
También observamos que, aunque es una poblacidn relativamente joven el tiempo de inicio
de la enfermedad superd los 10 afios (media de 15 anos) y el nimero de episodios fue
superior a 5 (ver tabla 3).
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Tabla 2. Caracteristicas Clinicas Antecedentes

CARACTERISTICAS CLINICAS ANTECEDENTES
VARIABLE CATEGORIA N PORCENTAIJE
(o)
Alcoholismo Negaglo 24 55.81%
Positivo 19 44.19%
Consumo de Negativo 36 83.72%
sustancias Positivo 7 16.28%
Antecedentes No 18 41.86%
Familiares Si 25 58.14%
. Ninguna 40 93.02%
Co,m.orbllldad HTA 5 4.65%
médica
DM-HTA 1 2.33%

Respecto a los parametros clinicos como indice de masa corporal e indice tabaquico, el
primero tuvo una media de 28 y el indice tabaquico una media de 2.5 y una mediana de 0,
lo cual también es bajo para lo reportado en otros estudios (ver tabla 3), de hecho, mas del

50% tenia un indice tabaquico de 0.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de estado y evolucion
CARACTERISTICAS CLINICAS EVOLUCION

VARIABLE

Peso

Talla

IMC

Edad de diagnéstico

Hospitalizaciones

Numero de
episodios depresivos

Numero de
episodios maniacos
Numero de
episodios mixtos

Episodios totales
Tiempo de evolucién
indice Tabaquico
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LIMITES
Min = 49 Max = 108.3
Min=1.42 Max=1.84
Min=18.1 Max=40
Min =14 Max =42
Min=0 Max = 10
Min=0 Max =8
Min=0 Max =13
Min=0 Max =5
Min=1 Max = 22
Min=0 Max = 38
Min=0 Max = 23.25

MEDIA / MEDIANA
Media =77.42
Media = 1.65
Media = 28.52
Mediana =21

Mediana =2
Mediana =0
Mediana =2
Mediana =0

Mediana =5
Media = 15.63
Mediana =0

DE / IQR
DE = 12.15
DE = 0.096
DE=5.18
IQR =9

IQR=1
IQR =1
IQR =3
IQR=1
IQR =5

DE =10.13
IQR =1.25



Los resultados obtenidos de las concentraciones de citocinas tanto inicial como basal no
siguieron una distribucidon normal por lo que se reporta la mediana, el IQR y sus minimos y
maximos (ver tabla 4) dado que en algunas mediciones de citocinas no se detectaron
concentraciones en suero se decidid hacer una correccidn en relacién al limite de deteccidn
de cada citocina proporcionada por el fabricante de los kits CBA (ver anexo 4). Para esta
correccion se utilizé la férmula de la raiz cuadrada del valor minimo de deteccién entre 2,
lo cual es aceptado en los analisis de esta naturaleza. Los niveles de citocinas iniciales y
finales se compararon con los valores de referencia que se mencionan en otros estudios
respecto a controles sanos. Todas las medianas se encontraban por encima de los valores
normales (ver tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones de citocinas inicial y final

CITOCINA INICIAL FINAL VALORES DE
Mediana ( IQR / Min, Max) Mediana ( IQR / Min, Max) REFERENCIA*
N =43 N =43

IL1B 498 (1566 /1.3, 2746.2) 171 (617 /1.3, 1247.4) 0.5(0.1,0.9)
IL8 287 (727 / 3.8, 2594.9) 529 (1104 / 3.9, 3474) 32 (16, 100)
IL10 285 (587 / 26.5, 2051.2) 381(730/ 4.8, 2287.1) 3(2.6, 4.9)
1L12 229 (357 /2.5,570.9) 116 (356 /0.7, 771.6) 28
TNFa 683 (1602 / 3.6, 2890.7) 1684 (1463 / 4.9, 2983.6) 42 (7, 99)
IL6 473 (732 /1.1, 2071.4) 598 (812 /0.8, 1943.6) 20 (1, 100)
sIL2R 92 (426 /1.7, 827.2) 99 (289 /1.7, 982.3) 100 (75, 125)
SRTNFa 176 (90 / 63, 371) 162 (72 /3.2, 419.1) -

*Valores de referencia fueron tomados de reportes en la literatura

Se realizé la medicién de citocinas en los diferentes escenarios, Mania y Respuesta a
tratamiento (recuperacién) y se graficd6 en qgplot para observar graficamente las
diferencias entre ellas (grafical). En estas graficas se puede observar que existe disminucién
de IL-1B y de slL-2R, y un incremento en IL 10, IL 6, IL 8 y TNF a (ver grafica 1). Para
determinar si estas diferencias eran significativas se procedid al analisis inferencial.

Para el analisis inferencial primero se realizé la descripcién de las caracteristicas de las
mediciones de las diferentes citocinas la cual se resume en la tabla 2 (ver tabla 2)
Posteriormente en el andlisis se utilizé t-Student pareada o su contraparte de Wilcoxon,
para cada una de las diferentes citocinas, sin embargo, dado que no se obtuvieron
resultados para IL-2 y los datos obtenidos de IL-23 fueron insuficientes (menos del 50%)
solo se realizd este analisis para IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-12, IL-10, TNF-alfa, Receptor soluble
de IL-2 y del Receptor soluble de TNF-alfa.
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Grafica 1. Diferencia de concentracion de citocinas basal y final
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La normalidad de la diferencia fue evaluada con qgplot y el test de Shapiro-Wilks, donde se
observé que los datos no mostraron una distribucién diferente a la distribucién normal para
laIL 1B, IL-10, IL 12 y TNF-a, obteniendo para IL-10 con Shapiro-Wilks test una W=0.96 y p=
0.24 y para TNF-a una W de 0.97 y una p= 0.034. Para IL-1B, Shapiro-Wilks test una W=0.94
y paralL12 una W de 0.94 y una p=0.032. En consecuencia, la diferencia de las medias para
estas citocinas fue evaluada con t-Student pareada. Asi la diferencia entre las medias para
la IL-10 antes y después de la respuesta al tratamiento obtuvo un resultado de t=1.044 con
df 42 y una p=0.302, con un tamafno del efecto r=0.15 y para TNF-alfa se obtuvo una
diferencia de t pareada t=3.03, df =42 con una p= 0.004, y un tamafio del efecto de 0.42;
para IL 1 B, t pareada t=3.28 con una p=0.002 y para IL 12 un valor de t pareada t=0.27 y
p=0.78 (ver tabla 6)

Para las demas citocinas la distribucién fue diferente a la normal, teniendo resultados para
IL 8 un valor de W = 0.867 con una p= 0.014, para IL-6 una W=0.93 y p= 0.034, para el slL-
2R un valor de W=0.89 con una p= 0.001 y para el sRTNF-alfa una W de 0.738 con una
p=0.013. Por lo anterior se realizé suma de rangos de Wilcoxon obteniendo los siguientes
resultados: para IL-8 se obtuvo una W = 1.727, con una p= 0.08 y un tamafio del efecto r=
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0.35; para IL-6 una W= 0.881, una p= 0.378 y un tamafio del efecto de r=-0.14; para el slL-
2R se obtuvo una W = 0.549, con una p=0.582 y un tamafio del efecto r=0.002 y por ultimo
para el receptor soluble de TNF-a se obtuvo una W= 1.449, con una p= 0.147y un tamafio
del efecto de r=-0.14. (ver tabla 6).

Tabla 6. Diferencia de concentraciones inicial vs final de citocinas

CITOCINA

IL1B
IL8
IL10
IL12
TNFa
IL6
sIL2R
SRTNFa

INICIAL
MEDIA (DE)
N =43

851.95 (854.88)
461.85 (530.61)
504.27 (521.67)
222.88 (180.01)
938.68 (918.40)
556.59 (597.48)
237.85 (249.17)
178.95 (67.97)

FINAL
MEDIA (DE)
N =143

358.40 (387.41)
846.04 (953.92)
589.70 (535.18)
209.48 (210.27)
1483.7 (942.58)
580.69 (499.62)
247.32 (302.78)
165.98 (73.35)

DIFERENCIA ESTADISTICO VALOR P

MEDIAS  DE PRUEBA
493.55 t=3.28 0.002
384.19 W=1727  0.084
85.43 t= 1.04 0.302
13.4 t=0.27 0.784
545.01 t=3.03 0.004
24.09 W=0.881  0.378
9.46 W=0.549  0.582
12.97 W=1.449  0.147

Teniendo en cuenta estos resultados se graficd en qgplot para observar especificamente
esta diferencia de las citocinas con diferencia estadisticamente significativa (TNF a e IL 1B).
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Gréfica 3. Diferencia de concentracién de IL 1B Inicial vs Respuesta
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Con los datos anteriores podemos observar que sola la diferencia de TNF-alfa e IL-1B
tuvieron una diferencia estadisticamente significativa respecto a la medicién inicial y

posterior a la respuesta a tratamiento, donde se observa un incremento de TNF a y una
disminucion de IL- 1B.

Posterior al analisis del objetivo principal se realizé el analisis estadistico para la diferencia
entre el puntaje inicial y el puntaje posterior a tratamiento de la escala de mania de Young
teniendo un resultado de t pareada = 19.96 con un valor de p= <0.001 (ver tabla 7)

Tabla 7. Diferencia de la escala de mania de Young inicial y final.

BASAL FINAL DIFERENCIA ESTADISTICO VALOR-P
VARIABLE MEDIA (DE) MEDIA (DE) MEDIAS T PRUEBA-T
N =43 N =43
Escala
Young 38.30 (11.40) 6.1(2.32) 32.13 19.96 <0.001
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Existe una diferencia claramente significativa, pero esto es debido a que era un criterio de
ingreso tener mania (una puntuacién alta) y el criterio para determinar respuesta era
presentar un puntaje por debajo de 12 a lo que posterior a ello se tomd la muestra final.

Grafica 4. Diferencia de la escala de mania de Young inicial y final
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Se calcularon las diferencias entre la medicidn inicial y la medicién final de todas las
citocinas, asi como del puntaje en la escala de mania de Young. De este modo se obtuvieron
tres nuevas variables de interés que corresponden a estas diferencias (inicial- final), se
evaluaron los supuestos de normalidad por medio de la prueba de Shapiro-Wilk y se
procedid al andlisis de correlacién de Pearson para las que exhibieron una distribuciéon
normal y Spearman para las que no cumplian los supuestos (ver tabla 8). No se encontré
una correlacién con ninguna diferencia Inicial basal de ninguna citocina en relacién con la
diferencia de la escala de mania de Young.

Tabla 8. Correlacién diferencia citocina con la diferencia de la escala de mania de Young

Variable Coeficiente Valor-p Correlacion
Dif_IL1B -0.09 0.564 Pearson
Dif_IL8 -0.24 0.111 Spearman
Dif_IL10 0.17 0.252 Pearson
Dif_IL12 -0.05 0.731 Spearman
Dif_TNFa -0.03 0.829 Pearson
Dif_IL6 0.03 0.832 Spearman
Dif_RIL2 -0.09 0.553 Spearman
Dif_RTNFa -0.02 0.879 Spearman
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Se graficaron las correlaciones de las diferencias de las citocinas que fueron
estadisticamente significativa con la diferencia en la escala de mania de Young (ver grafica
5y 6), las cuales no muestran dicha correlacion.

Grafica 5. Correlacion entre la diferencia en IL1B y la diferencia en la escala de Young
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El coeficiente de correlacion de Pearson entre estas dos variables es de -0.09 con un valor-
p de 0.56 por lo que se concluye que la correlacidn lineal no es estadisticamente significativa
como lo sugiere el gréfico de dispersion (ver grafica 5)

Grafica 6. Correlacién entre la diferencia en TNFa y la diferencia en la escala de mania de
Young
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El coeficiente de correlacién de Pearson entre estas dos variables es de -0.03 con un valor-
p de 0.83 por lo que se concluye que la correlacidn lineal no es estadisticamente significativa
como lo sugiere el gréfico de dispersion (grafica 6)

Dado que no se encontré ninguna correlacion con la diferencia de las mediciones se explord
si existia correlacién de la concentracién de las citocinas al inicio con el puntaje de la escala
de mania de Young. Esto para valorar si alguna citocina pudiera relacionarse con la gravedad
de la mania. Dado que ninguna seguia una distribucidon normal se analizé esta correlaciéon
con el coeficiente de Spearman sin encontrar ninguna correlacion (ver tabla 9). Asi mismo
se realizé el mismo andlisis de correlacidén para los niveles de citocinas finales, esto con la
finalidad de valorar si habia relacion entre alguna citocina y la respuesta a tratamiento (un
biomarcador de respuesta). Se encontré que, si existe relacién de IL 8 con un menor puntaje
en la escala de mania de Young, es decir que IL 8 podria ser un marcador de respuesta.

Tabla 9. Correlacién de citocinas (inicial/final) con escala de mania Young (inicial/final)

INICIAL Coeficiente Valor-p FINAL Coeficiente Valor-p
Spearman Spearman
IL1B 0.16 0.283 IL1B 0.19 0.207
IL8 0.27 0.076 IL8 0.35 0.021
IL10 0.2 0.194 IL10 0.26 0.085
IL12 0.2 0.186 IL12 0.08 0.609
TNFa 0.08 0.606 TNFa -0.1 0.521
IL6 -0.16 0.291 IL6 -0.12 0.414
RIL2 0.09 0.559 RIL2 0.05 0.713
RTNFa -0.22 0.143 RTNFa -0.11 0.453

Grafica 7. Correlacién negativa de IL-8 con la escala de mania de Young
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8.- Discusion.

Nuestros resultados son consistentes con los reportados en la literatura en referente a las
caracteristicas sociodemograficas, no siendo asi para las caracteristicas clinicas ya que esta
poblacién tiene menos comorbilidades que las reportadas en otros estudios, esto debido a
los criterios de seleccién de nuestro estudio. Pudimos observar que la media para la edad
de aparicién de la enfermedad fue de 22 afios, lo que es consistente con la literatura que
reporta una edad media de presentacion de aproximadamente 21 anos, siendo reportado
un predominio de edad al diagndstico entre la segunda y tercera década de la vida®.

En nuestra poblacién en cuanto al tiempo de evolucion nuestros pacientes presentaron una
media de enfermedad de 15.6 afios, y un nimero medio de episodios por paciente de 5.8
con una mediana de 6.2, predominando en la mayoria 3 a 4 episodios en toda su vida, estos
resultados son similares a los reportados en 2010 por Solomon y colaboradores®, quienes
encontraron una mediana del nimero de episodios presentados de 4 y una media de 5.5.
Por otra parte, Judd y colaboradores, en un periodo de seguimiento de 20 aios,
encontraron que los pacientes con TAB | presentaban una mediana de 6 episodios por afio®,
A si mismo Dervic y colaboradores en un analisis retrospectivo de 685 pacientes,
encontraron que los pacientes con TAB | presentaban una media de 6.4°°.

Respecto a nuestro objetivo no fue posible determinar si el cambio en las concentraciones
de IL-1beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, TNF-alfa, Receptor soluble de IL-2 y del
Receptor soluble de TNF-alfa, correlacionan con respuesta al tratamiento segun la escala
de mania de Young. Solo encontramos una diferencia significativa en las concentraciones
TNF-alfa, con un incremento posterior a la respuesta a tratamiento y una disminucidn de la
concentracion de IL 1 Beta, todas las demds solo presentaron un ligero cambio general.
Pareciera que estos no presentan una direccion para enfocarnos en un biomarcador de
respuesta, sin embargo, si pudiera representar el momento fisiolégico de un episodio agudo
como es la mania.

En este estudio no se pudo detectar las concentraciones de dos citocinas, IL2 e IL 23, por lo
gue realizamos una busqueda en otras investigaciones y encontramos que se ha
documentado dificultad en la deteccién de citocinas aun cuando se siguen las
recomendaciones de los fabricantes sobre los procedimientos de mediciéon y las
recomendaciones del National Institute for Biological Standards and Controls. Algunos
investigadores han referido que esto se pueda deber a un efecto dadas las diferencias en Ia
matriz que se usa para su medicién, existencia de moléculas (receptores, proteinas de
union y anticuerpos) que interfieren en la concentracién de citocinas, asi mismo debido a
la degradacion enzimatica y produccion de citocinas por las células de la sangre dentro del
tubo de ensayo. Como medida general es aceptable la medicién en suero y plasma dado
gue hasta el dia de hoy es la mejor forma de deteccion. Para nuestro estudio se usé tubo
sin ningun aditivo o anticoagulante desconocemos si la baja deteccion se debid a
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degradacidon enzimatica, la unién con el receptor que inhibe la unién del antigeno en la
citometria de flujo o en el momento fisioldgico de la enfermedad son indetectables esas
citocinas. En dos meta-analisis* ¥4® encontraron la misma circunstancia que nosotros en
diferentes citocinas, por lo que en los estudios solo se reportaba que al no encontrar alguna
citocina esta se excluia del estudio y del reporte, solo haciendo mencién que no fue
detectada, en otros casos si no sobrepasaba el 50% de las muestras, se afiadia la mitad del
limite de deteccién a la media de ambos grupos para permitir la inclusion en los estudios.

Es asi como en general y debido a estas posibles variaciones, ya sea en los procesos de
medicidon o porque definitivamente no se pueden detectar, el resultado de las citocinas
tiene valor como marcadores de actividad o prondstico, no como valor absoluto como en
otras determinaciones de laboratorio.

Especificamente con la IL 2 la deteccion puede depender del momento fisioldgico en el que
se encuentre, su vida media, la unién al receptor, manejo y procesamiento de la muestra.
Respecto a la union a su receptor (sIL-2R), una peculiaridad es la existencia de al menos dos
cadenas, capaces de unirse a la IL-2 con diferente afinidad (alfa con baja afinidad y beta con
afinidad media). Es probable que la alta afinidad de slIL-2R se deba a la combinacién de la
forma alfa y beta, lo que es responsable de internalizacién de ligandos. Existe evidencia de
que la cadena beta traduce la sefial de IL-2 y que los linfocitos T activados también liberan
una forma soluble de esta proteina sIL-2R, y ya que esta puede unirse a su ligando IL- 2
afecta la respuesta inmunitaria de ésta regulando su accién®’.

Entonces una pobre concentracién de IL 2 podria ser observada por una regulacidn a la baja
de una activacion sIL-2R y a la par la presencia de la expresidon de este receptor una
comprobacién indirecta de la actividad anterior de IL-2, lo cual podria ser una explicacién
del porque no se pudo detectar IL 2 pero si su receptor en concentraciones altas. Esto nos
lleva a pensar que es probable que los pacientes cuando son internados por un episodio de
mania ya tengan varios dias de activacién de IL-2%7.

Lo anterior descrito nos hablaria de una respuesta de tipo Thl ya que los linfocitos T
activados (linfocitos TCD4+) producirian IL-2 principalmente y las células TCD8+ en menor
proporcién, lo que promoveria proliferacién de células T, a través de las tres subunidades
del receptor de membrana, qué una vez activado liberaria sIL 2R en suero. Se ha observado
que los antigenos y coestimuladores cuando activan las células T estimulardn la trascripcién
del gen de la IL-2, asi la sintesis y secrecién de la misma aunque de manera transitoria, con
un pico de secrecidon de unas 8 a 12 horas posterior a la activacidn, y la concentracién podria
sostenerse por unos dias, lo cual explica porque pueden presentar niveles bajos de esta
citocina si los pacientes tienen dias de haber iniciado un episodio de mania previo a la
hospitalizacion. Es diferente con el sIL-2R que normalmente se pueden encontrar en los
examenes aun en estados no inflamatorio, pero con niveles superiores refleja una excesiva
activacion linfocitaria®.
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En estudios de procesos inflamatorios inducidos y controlados (cirugias) se ha observado
gue los niveles séricos de IL-2 se elevd antes del primer dia de cirugia con una caida en los
primeros 5 dias en contra parte el sIL-2R aumenta 24 horas después de cirugia y/o
transfusion, y alcanzan un pico al quinto dia posoperatorio con una disminucion gradual®.
Se ha descrito en procesos de inflamaciéon aguda, que de manera secundaria habra la
supresion de lainmunidad posterior a que las células T disminuyen su actividad, como y que
una respuesta fisiolégica desencadenada de un estrés quirdrgico lo cual tendria que
corroborarse si sucede de manera similar en el trastorno bipolar. Por ello se postula que
existe un mecanismo hasta ahora poco conocido que genera los niveles sistémicos de IL-2 y
de RslL-2 y a su vez se autorregula una vez que ya activo una parte de la cascada inflamatoria
y antiinflamatoria, lo cual podria jugar un rol significativo en la “inmunodeficiencia” del
trastorno bipolar®°.

Otra explicacién posible es que la baja cantidad de IL 2 sea una alteracién de la respuesta
inmunoldgica, ya que se ha observado una disminucién en la sintesis de IL-2 in vitro en
sujetos con cancer y enfermedades autoinmunes esto mediado por actividad de los
monocitos que produciran PGE2 (prostaglandina E2), y esto inhibiria la sintesis de IL-2 (in
vitro), para comprobar esto habria que medir a la par la actividad y sintesis de ambas vias.”®

Con TNF-a pareciera ser diferente, la mayoria de las publicaciones en especifico el meta-
anadlisis de Munkholm y Mobediam observan valores significativamente altos en pacientes
con trastorno bipolar en cualquiera de sus fases (mania, depresidén, eutimia) en
comparacion con los controles, pero similares en depresién y mania** %6, Es decir TNF-a se
encuentra en un estado basal alto pero incrementa alin mds cuando se esta en alguna fase
de la enfermedad, lo cual también fue un hallazgo en nuestros resultados (la presencia de
concentraciones elevadas). Con el receptor sTNFR1 pasa la misma situacion, existe mayores
concentraciones en bipolares eutimicos versus controles y mayormente en mania versus
eutimicos.

Entonces conjuntando los resultados obtenidos en los estos metanalisis** Y46 sobre IL-2, slL-
2R, TNF-a y sTNFR1 se podria interpretar que existen datos que apoyan una activacion Thl
y otros donde existe una ausencia de activaciéon prominente en las citocinas dependientes
de Thl (IL-2, INF-y), sin embargo los datos encontrados en las mismas revisiones de
resistencia a los glucocorticoides, induccion de indolamina 2,3-dioxigenasa y aumento de
TNF y el receptor sTNFR1 sugieren que si existe esta activacién. Nosotros consideramos que
en realidad estamos hablando de momentos diferentes en la evaluacién de los fenédmenos
inmunolégicos en el trastorno Bipolar, lo cual trataremos de exponer.

En la informacién de estudios previos 4*%¢ Y 6 queda claro que existe un estado
proinflamatorio de los pacientes bipolares eutimicos comparados con controles y un
incremento de citocinas inflamatorias y antiinflamatorias en los estados de mania o
depresidon. Entonces estos datos “contrarios” puede ser debido al efecto del tiempo en el
gue son evaluados o a un efecto del tratamiento, algo que nosotros queriamos determinar
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pero que no encontramos diferencias posterior al tratamiento. Al respecto de esto Potvin
en un metanalisis sobre las alteraciones de las citocinas en la esquizofrenia hace referencia
que la actividad antinflamatoria es por un efecto potenciador de los medicamentos sobre
algunos células que activan la cascada antinflamatoria especificamente menciona el
receptor de IL-2 (siL-2R) y que por ello se mantiene alto a pesar del control de la estabilidad
clinica de los pacientes’?. Esto podria ser una de las razones por las cuales encontramos slL
2R elevado en la evaluacién inicial y final ya que no se controld el probable efecto de los
diferentes tratamientos sobre las citocinas, pero consideramos que la presencia de este
aumento en las concentraciones no pudiera atribuirse totalmente al tratamiento dado que
los pacientes en fase de mania a su ingreso, (evaluacion inicial), la mayoria se encuentra sin
tratamiento o con tratamiento insuficiente, entonces al agregar un tratamiento
incrementariamos o potenciariamos su expresidn, cosa que no sucede, solo se mantiene.

Por lo anterior consideramos que este incremento pudiera deberse a la sefalizacion de IL-
2 sobre su receptor, y el involucramiento de las otras citocinas y reguladores. Asi en la
cadena de sucesos de la respuesta mediada por las células derivadas de Th 1, incrementa
los niveles de IL-2, lo que activa la liberacidon de RslIL-2, para unirse a su ligando IL- 2
regulando su accién y sosteniéndose en concentraciones altas ya que continua la activacién
de IL 2 mediada por TH1, esta modulacién se traducird en la transduccién de sefiales que
dan como resultado la proliferacién celular y la expansion clonal de células T activadas;
antagonista del receptor de IL-1 (IL1ra) , un receptor soluble que inhibe naturalmente el
efecto proinflamatorio de la IL-1B, esto concuerda con nuestro resultados ya que se
encontrd una disminucidn significativa de IL-1B72.

A esta informacion se puede agregar que algunos estudios han reportado niveles bajos o
nulos de IL-2 en mas de la mitad de pacientes y controles, especialmente en pacientes con
remisién inmediata de depresién y niveles por debajo del limite de deteccién del método
(2,6 pg/ml) en los que se encontraban en remision sostenida. Por ello no es raro pensar que
IL-2 se incrementa de forma aguda en el inicio de una fase y después disminuye como efecto
de las citocinas y mecanismos antiinflamatorios. A su vez IL-2 podria ser un factor clave para
mantener la homeostasis de las células Treg, ya que el incremento de IL 10 es el principal
producto de Treg. Este incremento de IL 10 también fue observado en nuestro estudio sin
embargo se mantenia en la evaluacién inicial y ante la respuesta. Sin embargo, se ha
observado que en pacientes bipolares en remisién inmediata de mania, como en este
estudio, presentan concentraciones mas altas de IL-10 en comparacién con sujetos sanos y
pacientes con remisién sostenida. Es decir que la disminucién de la concentracién de IL 10
es probable que se dé cuando la remisidn es sostenida’?

Estos datos empatan con nuestras observaciones ya que encontramos concentraciones por
encima de las reportadas en los controles de diferentes estudios. Estas concentraciones
tanto al inicio donde el paciente se encuentra en franca mania y en la remisiéon inmediata
presentando una tendencia al alza, aunque la diferencia de incremento no fue significativa,
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es decir que nuestros pacientes apenas se encuentran en el proceso de regulacidon
inflamatoria donde aun no alcanza el nivel maximo de IL 10 y el efecto de los mecanismos
regulatorios para que veamos una disminucién de citocinas inflamatorias.

En nuestras observaciones hubo una disminucion de la concentracién de IL-1beta posterior
a la respuesta clinica a tratamiento, y un incremento de TNF alfa, mientras que las otras
citocinas (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, RslL-2 y del RsTNF-alfa) no tuvieron diferencias significativas
antes y después. En el meta-analisis #4Y4 se observaron valores significativamente altos de
IL-1B en pacientes bipolares eutimicos comparados con controles sanos, es decir que
aunque pudiera existir una disminucion gradual no llega a estar en niveles comparables con
controles. En ese mismo metaanalisis las concentraciones de IL 2 no diferian en bipolares
eutimicos comparados con los controles, por lo cual la respuesta de IL 2 sélo estaria
presente en los eventos agudos, pero un componente de las alteraciones inmunoldgicas
(proinflamatorias) estaria implicada la IL-1B**.

En este mismo sentido se suman los hallazgos de Remlinger — Molenda et al, donde
observaron diferencias de concentraciones de IL 6 en las diferentes fases de la enfermedad,
por ejemplo, en pacientes con remisién inmediata de mania detectaron concentraciones
mas altas de IL-6 que los pacientes con remisién sostenida’3. También se observé que con
la remisién de la mania hubo correlaciones positivas entre IL-6 con IL-2, y entre IL-6 y la
escala de calificacion de mania de Young’3. En nuestro estudio no se pudo realizar esa
correlacién de IL 6 con IL-2 pero si se realizé un analisis de correlacién entre las diferentes
concentraciones de citocinas y con el puntaje inicial (mania) y final (respuesta a
tratamiento) encontrando que solo la disminucién de IL 8 correlaciona con la respuesta a
tratamiento medida por la escala de Young, sin embargo como la diferencia en las
concentraciones de IL 8 inicial y final no fue significativa se tendria que tomar a reserva la
consideracién de que IL 8 como un posible marcador de respuesta ya que el rol que se
conoce de esta molécula es proinflamatoria y se ha relacionado con la adhesién de
neutrdfilos. Pareciera que IL-6 se encuentra durante los episodios agudos de la enfermedad
y puede ser un bioquimico marcador de la intensidad de los sintomas maniacos durante los
episodios agudos y la remisién inmediata.

El mecanismo por el cual contribuye a la inflamacién y posteriormente a la regulacién se
basa en que el incremento de IL 6 con su receptor promovera la proliferacion celular, la
diferenciacién celular y los procesos inflamatorios pero a su vez contribuye a la
diferenciacién de astrocitos y a la expresién de neurotrofinas como el factor de crecimiento
nervioso (NGF) entonces las concentraciones elevadas de IL-6 en |la fase maniaca podria ser
una respuesta compensatoria a la alteracidn de los niveles de neurotrofinas ya que a través
de estimular las neurotrofinas contrarresta la cascada proinflamatoria. Por lo tanto, el
complejo IL-6/sIL-6R podria tener un papel similar en los pacientes bipolares.”*

Elincremento o la presencia de IL-4 e IL-10 puede representar una respuesta compensatoria
al estado proinflamatorio en el trastorno bipolar, en conjunto con IL-1RA y el complejo IL-
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6/sIL-6R podrian ser responsables de contrarrestar los efectos nocivos del estrés oxidativo
y las citocinas proinflamatorias, sin embargo también se ha hipotetizado que la elevacién
de IL-4 e IL-10 en pacientes con BD también podria indicar una desregulacidn de las células
T, que interviene en el mecanismo de estrés oxidativo y generacion de neoepitopos lo que
ademas puede jugar un papel en las respuestas autoinmunes en el trastorno bipolar’4.

El hallazgo sobre niveles elevados de IL-6 durante la fase de mania y en la remisién
inmediata nos hacen pensar que el periodo de 8 semanas entre el episodio agudo y la
aparicién de la remisién puede ser demasiado corta para que se presente la normalizacidon
de estas citocinas, por lo tanto, el incremento de su concentracidon puede persistir en el
periodo de remisidn inicial.

Respecto a los niveles elevados de TNF-a y sSTNFR1 observados en pacientes con trastorno
bipolar en cualquiera de sus fases, reflejan la presencia de un estado proinflamatorio.
sTNFR1 es un generador de estados proinflamatorios mas confiable que TNF-a debido a su
mayor estabilidad’?2Y 74, Los niveles de TNF-a probablemente se vean afectados por la fase
del trastorno bipolar, como lo demuestra una tendencia hacia valores mas altos de TNF-a y
sTNFR1 en pacientes con mania en comparacién con individuos eutimicos como los
observados en nuestro estudio. Los niveles elevados de TNF-a en pacientes con BD podrian
reflejar una disfuncién del eje hipotdlamo-pituitario-suprarrenal o resistencia a los
esteroides de las células inmunitarias’®. Los metandlisis** %¢ y los estudios de casos y
controles mostraron que los pacientes con trastorno bipolar en mania presentan un
aumento niveles de IL-6, IL-10, TNF-a, sSTNFR1, quimiocinas y sIL-2R en comparacién no solo
con controles sanos, pero también con pacientes con trastorno bipolar en eutimia. Estos
hallazgos indican que el estado proinflamatorio en pacientes con BD aumenta fuertemente
durante los episodios del estado de animo como es el caso en lo observado en nuestro
estudio donde existe elevacién tanto de TNF-a y sSTNFR1.

En estudios de revisidn sistematica se ha visto que las alteraciones de los niveles de citocinas
en el trastorno bipolar pareciera que son contradictorias por los resultados de los estudios
individuales, pues los pacientes muestran niveles tanto aumentados como disminuidos de
determinadas citocinas, en cada fase de la enfermedad, sin embargo con los resultados de
nuestra investigacion y estudiando la fisiopatologia de otros procesos inflamatorios y los
hallazgos de los diferentes estudios podemos suponer que en realidad no son
contradictorios si no que aportan evidencia de momentos distintos de la evolucién de la
respuesta inflamatoria y su autoregulacién del paciente con trastorno bipolar.

Y aunque los estudios se han enfocado en demostrar un patrén caracteristico o determinar
un comportamiento de citocinas que nos permita predecir los episodios, diagnosticar o
tratar la enfermedad estamos ante un proceso complejo que se adapta y autorregula en
cada momento.
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CONCLUSIONES

El Trastorno Bipolar es una enfermedad mental que, se relaciona con la mediacién del
Sistema Inmune. La evidencia disponible menciona un involucro importante en el sistema
inmunoldgico, especialmente con las citocinas pro-inflamatorias, sin embargo, la
heterogeneidad de los estudios y las diferentes condiciones clinicas en las que se realizan
muestran diferencias entre los hallazgos cuando se investigan productos especificos de la
inflamacidn. Sabemos que existen diferencias en la respuesta inmune en las diferentes fases
del trastorno bipolar y que los niveles de algunas citocinas, como TNF-a e IL-6, tienden a
normalizarse durante la fase eutimica, lo cual no significa que sea inmediatamente al
momento de alcanzar la respuesta, mientras que los niveles de otras, como slL-2R,
permanecen anormales como lo que observamos en nuestro estudio. Asi podriamos decir
gue el comportamiento de algunas citocinas pareciera que son un componente de estado
(TNF-a y su receptor e IL-13), que otras citocinas participan en respuesta a un mecanismo
desconocido, previo a los episodios o inmediatamente después de iniciado, (como IL-2, IL-
6), otras citocinas surgirian para el control inflamatorio como sIL-2R o IL-10 y algunas
pudieran modificarse con el tratamiento.

Con estos datos no es posible obtener un biomarcador de respuesta sin embargo
contribuyen a la hipdtesis de la enfermedad bipolar como una enfermedad crénica
inflamatoria. Con ello podemos considerar que la presencia del incremento del slIL-2R
podria ser un marcador de la actividad de linfocitos T y a la par informarnos de actividad
inmunoreguladora, sobre IL-2. Sin embargo este estudio apoya lo que otros sugieren, que
los episodios del estado de animo, en este caso la mania, juegan un rol de toxicidad y que
no revierte tan rdpido ante la respuesta clinica, que si bien existen mecanismos
antinflamatorios, el estado inflamatorio se sostiene. Asi la respuesta clinica aun dista de ser
una respuesta fisiopatoldgica por ello es posible que lo que estemos observando sea solo
un afecto del comportamiento de las citocinas independiente de la respuesta a tratamiento.

En este estudio solo investigamos ciertas citocinas sin embargo otros componentes
inflamatorios seguramente estan implicados en la fisiopatologia de la respuesta a
tratamiento en pacientes con mania, como los macrofagos, linfocitos y sus productos.
Nuestra intencion de medir los receptores de algunas de estas citocinas era valorar no solo
la concentracidn sino la activacion de su receptor y la regulacion o disminucion de la propia
respuesta.

Se requieren estudios con mayor numero de sujetos, prospectivos, con mediciones
secuenciales en las diferentes fases de la enfermedad y continuar el seguimiento hasta la
remision sostenida, no solo ante la respuesta clinica. Para determinar el efecto del
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tratamiento se tendria que homogenizar el tratamiento o considerar muchos esquemas con
suficiente poblacion lo que podria ofrecer una imagen mas clara del efecto del tratamiento
sobre las citoquinas.

Se necesita el establecimiento de mejores estandares internacionales para la determinacion
de citocinas por parte de la OMS o de la National Institute for Biological Standards and
Controls lo que permitiria avanzar en la unificacidn de unidades y valores entre los distintos
kits de evaluacién ya que aunque la sensibilidad para la medicién de los productos de
inflamacién humana CBA es comparable a la convencional ELISA, aln existen diferencias
debido a la complejidad y cinética de las citocinas ya que estas son una red compleja de
interacciones que tendra conexiones con diferentes tipos celulares, donde cada una de las
interleucinas podria activar o desactivar su propia sintesis, la de sus receptores o la de otras
moléculas inflamatorias o antiinflamatorias, esta compleja interaccién hace dificil su
implicacion y traduccidn clinica a los observadores en un corto tiempo de estudio.

Limitaciones

Por varias razones, nuestros hallazgos deben interpretarse a la luz de algunas limitaciones.
Primero, las alteraciones de citocinas en trastorno bipolar no necesariamente reflejan un
proceso fisiopatoldgico primario y pueden ser secundarias a otras alteraciones previas. En
segundo lugar, no pudimos dar cuenta de varios modificadores del efecto (indice de masa
corporal y tabaquismo). En tercer lugar, incluimos pacientes con una historia no tan
prolongada de trastorno bipolar a diferencia de la mayoria de los estudios que revisamos.
En cuarto lugar, aunque se usa practicamente la misma escala para medir mania y medir
cuando no se encuentran en esta fase no es el mismo estudiarlos en respuesta, remision,
remision sostenida y eutimia. Nosotros consideramos el concepto de respuesta a
tratamiento, lo cual no significa que se encuentre en remisidn o estrictamente en eutimia.
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9. Plan de trabajo.

9.1 Seleccidn y evaluacion de casos.

1) De la poblacion elegible se seleccionaron los pacientes que cumplan los criterios de
eleccién.

2) Dado que se utilizaron en este estudio la Entrevista Semi-estructurada M.I.N.l. y la Escala
de mania de Young se realizé estudio de concordancia a los médicos que intervinieron en la
evaluacion.

3) Posterior al diagndstico por los psiquiatras del servicio de urgencias este se confirmé a
través de la entrevista semiestructurada M.I.N.I. versidn en espaiiol SCID-E.

4) A los casos indice seleccionados que no cumplieron con ninguno de los criterios de
exclusion se les solicitd la firma del consentimiento informado a sus responsables legales.
5) Posteriormente se tomd una muestra de sangre al paciente la cual se procesé y analizé
en el laboratorio de inmunologia de la Facultad de medicina de la UASLP.

6) Se les dio el tratamiento estadndar para el manejo del trastorno bipolar en fase de mania.
7) Cada semana se les realizé escala de Young para determinar respuesta al tratamiento.
8) Una vez que respondieron a tratamiento (disminucién del 50% del puntaje en la escala
de Young inicial o puntaje menor a 12 puntos en la escala de Young) se realizd
consentimiento informado a los pacientes.

9) Posterior a consentimiento por pacientes se tomd muestra de sangre para medicion de
citocinas.

10) Se realizd la escala de Young una vez a la semana hasta la ultima toma de muestra.

11) Los Resultados de las pruebas realizadas se entregaron en el expediente de los
pacientes, al médico tratante y a los familiares responsables del paciente

12) No se presentd algun evento adverso derivado de toma de muestra o durante la
aplicacion de las evaluaciones (aplicacidn de escalas) pero se tenia previsto en caso de que
sucediera que se seguird el protocolo de evento adverso que se encuentra dentro de los
manuales operativos de la institucién (ver anexos).

13) El seguimiento posterior de los pacientes se realizé siguiendo el protocolo de atencién
de la Clinica psiquiatrica segln su manual de procedimiento, y la determinacidon de sus
médicos tratantes ya que al no realizar ninguna intervencién por parte de los investigadores
no requirié mayor injerencia de los mismos en su tratamiento. Sin embargo, en el caso de
que los familiares o pacientes tuvieran alguna inquietud en relacién a los resultados, o
implicacion de los mismos, se les dejo la opcidn de acudir a explicacidén y consejeria, lo cual
se hizo constar en su expediente clinico para uso de la misma institucion.

14) Posterior a la recuperacion del paciente se le explicé el presente protocolo y se recabd
su consentimiento para continuar dentro del estudio.
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10. Cronograma.

Febrero Marzo | Enero | Mayo | Mayo | Junio | Agosto | Octubre | Diciembre | Marzo
Actividades | 2017 2017 2018 | 2019 | 2020 | 2020 | 2020 2021 2021 2021

Elaboracion
de protocolo | X
Para FIIS

Elaboracion
Protocolo X X X
MCIC

Aprobacion
por el
Comité de
Etica

Primera
parte de X
Obtencién
de la
muestra

Segunda Post
parte de Covid | X X X
Obtencién
de la
muestra

Analisis de
primero X X
resultados

Obtencion
Total de la X X X
muestra

Andlisis de
los X X
resultados
Totales

Discusion y
conclusione X
s

Entrega de X
Resultados X
finales

Envio a X
revista
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11. Andlisis de factibilidad.

El actual proyecto contéd con el financiamiento del FIIS (Fondo interinstitucional de
Investigacion en Salud) por un monto de $ 100 mil pesos ($80 000.00 otorgados por el fondo
y $20 mil como concurrente). El gasto generado excedente a este presupuesto sera
absorbido por los investigadores principales, dicho monto se usé para la compra de los kits
BD CBA con los cuales se mediran los niveles de citocinas en sangre (ver anexos). El resto
de los gastos serdn sufragados por los investigadores.

Se cuenta con el apoyo del laboratorio de inmunologia de la facultad de medicina para el
procesamiento de la muestra y los resultados de citocinas.

Respecto a la factibilidad por nimero de sujetos con la condicidn patolégica, se conoce que
en la clinica psiquidtrica se ingresan en promedio de 2 pacientes a la semana con diagndstico
de trastorno bipolar en fase de mania, lo cual representa 104 pacientes por afo por lo que
consideramos que la muestra que falta podria ser completada en 3 meses posteriores a
reiniciar recoleccion de muestras.
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12. Aspectos éticos.

La presente investigacién presenta riesgo minimo para los participantes por la toma de
muestra, sin embargo, no representa mayor riesgo que al que estan expuestos los pacientes
habitualmente ya que dentro de los procedimientos de la institucion a todos los pacientes
se les realiza toma de muestra sanguinea para laboratorio.

El conocimiento adquirido, ayudara a entender mejor las condiciones relacionadas con la
enfermedad. Los datos seran manejados en forma confidencial para proteger la privacidad
de los participantes y en todo momento se seguirdn los lineamientos que marca la norma
de atencion para el funcionamiento de las unidades médico-hospitalarias de atencién. Para
dar cumplimiento a las recomendaciones de la Ley General de Salud de los Estados Unidos
Mexicanos, en el Reglamento de la Ley en Materia de Investigacion para la Salud, Capitulo
Unico, Titulo segundo, Articulos 13, 14, 16, 17, 20, 21 y 22. Asi mismo este protocolo se
sometié a proceso de evaluacidn del Comité Estatal de Etica en Investigacién bajo el nombre
de: Asociacidon entre el nivel sérico de citocinas y funciones ejecutivas en pacientes con
trastorno bipolar en fase de mania y en remisién, obteniendo la autorizacién y numero de
registro SLP/003-2017, con fecha de despacho del 14 de marzo del 2017.

Para realizar el estudio se solicitara el consentimiento informado a los responsables legales
de los participantes y una vez que se encuentren fuera del cuadro de mania se re consentira
a los participantes. No apareceran datos que permitan identificar a los sujetos en ninguna
publicacién que se derive de este estudio.

Nota: el estudio fue aprobado bajo un nombre distinto dado que la aprobacién del mismo
fue anterior a la modificacion en los seminarios y recibié apoyo del Fondo Inter Institucional
en Salud también bajo ese nombre.

12.1 Procedimiento para obtencion de consentimiento informado.

Una vez que se haya identificado a un paciente que sea ingresado en la institucidon con
diagnéstico de trastorno bipolar en fase de mania y posterior a la asignacion de una cama
de urgencias o de hospitalizacidn, se identificara al familiar responsable legal del paciente
y nos aseguraremos que haya hablado con el médico encargado respecto a la condicion
clinica de su familiar, nos dirigiremos al familiar para solicitar el consentimiento para la
participacién en el presente proyecto. Esta informacidon se realizard en el consultorio
médico del area de urgencias, de sala o en las oficinas de ensefanza de la institucion,
dependiendo de las condiciones adecuadas de dichos lugares. Se le informara el titulo de la
investigacion, los objetivos del mismo, riesgos y beneficios de participar en el estudio.

Asi mismo se le explicarad que la participacién es voluntaria y que la decisién de participar o
no interferird con la atencién brindada habitualmente en la institucién. Asi mismo se le dard
a leer la carta de consentimiento informado, se explicard el manejo de los datos obtenidos
y que toda informacion se manejara de manera confidencial, se le dard el tiempo necesario
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para clarificar las dudas que se generen y se le entregaran los datos de los investigadores
principales, independientemente de su decisidon de que su paciente participe o no.

12.2 Mecanismo para deteccion y reporte de evento adverso.

El presente estudio es un estudio observacional y no se realizé ninguna intervencién
terapéutica por parte de los investigadores, sin embargo y atendiendo a la evaluacién de
los pacientes una vez que ingresd el paciente al estudio se registraron sus signos vitales en
cada una de las valoraciones y se buscaron intencionadamente sintomas adversos
asociados a la medicacion que estaban tomando. En caso de presentar algin evento
adverso se notificara al area de calidad de la institucién y al médico tratante, mediante el
formato de reporte de evento adverso, propio de la unidad para que se sigan las politicas
de operacién de la institucién y el juicio del médico tratante

12.3 Conflictos de Interés.

Durante el inicio del presente proyecto y al dia 19 de marzo del 2019, yo, el responsable del
proyecto de investigacidon ocupé el cargo de Jefe de Divisidén de la Clinica Psiquidtrica “Dr.
Everardo Neumann Pena”, donde se realizd el proyecto. Declaro que en ningin momento
participé en la evaluacién y decision del Comité Estatal de Etica de la Secretaria de Salud de
San Luis Potosi con respecto a este proyecto.

Ademas, declaro que soy conferencista para el laboratorio Pfizer®, y Psicofarma pero esto
no tiene injerencia con el tratamiento a utilizar en el presente proyecto.
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Anexo 1 Consentimiento informado UASLP

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
VIGENTE
No. FOLIO

“ASOCIACION ENTRE EL NIVEL SERICO DE CITOCINAS Y FUNCIONES EJECUTIVAS EN
PACIENTES CON TRASTORNO BIPOLAR EN FASE DE MANIA Y EN REMISION”

Fecha:

Nombre del entrevistador:

Nombre del paciente: Edad:

A Usted se le esta invitando a que su familiar participe en un estudio de investigacién clinica.
Antes de decidir si desea que participe o no, debe conocer y comprender la siguiente
informacién. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
libertad de preguntar cualquier duda al respecto para ayudar a comprender mejor este
documento.

Una vez que haya comprendido el estudio y si Usted desea que su familiar participe,
entonces se le pedird que firme esta carta de consentimiento informado, de la cual se le
entregard una copia firmada y fechada.
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Justificacion. El trastorno bipolar es un problema de salud publica dado que cerca de 2 de
cada 100 personas la presentan y se asocia con otras enfermedades, aumento en muerte
asociada a la enfermedad, altos costos y menor calidad de vida para los pacientes y sus
cuidadores.

Hay evidencia que sugiere que parte de la explicaciéon de las complicaciones y mortalidad
sea por una alteracién en el sistema inmunoldgico, estas alteraciones pueden comprender
sustancias con los nombres siguientes: IL 1beta, IL2,IL6,IL 8, IL 10, IL 12, IL 23, TNF alfa,
Receptor soluble de IL 2 y del Receptor soluble de TNF, los cuales se encuentran circulando
en sangre. Sin embargo se desconoce si estas alteraciones se relacionan con alguna
alteracion en funciones mentales que llamamos cognitivas (calculo, memoria, velocidad de
respuesta, atencidn entre otras) y desconocemos si estas alteraciones se corrigen con el
tratamiento, lo que podria contribuir a disminucién del riesgo de las complicaciones fisicas
como mentales.

Objetivo del estudio. El presente estudio tiene dos objetivos principales, uno es determinar
si existen diferencias en la concentracion en sangre de estas sustancias (IL 1beta, IL 2, IL 6,
IL 8, IL 12, IL 23, TNF alfa, Receptor soluble de IL 2 y del Receptor soluble de TNF) en
pacientes con trastorno bipolar en fase de mania, y después de la respuesta al tratamiento
y el segundo objetivo es determinar si existe asociacién entre la concentracion en sangre
de estas sustancias (IL 1beta, IL2,IL6,IL 8, IL 10, IL 12, IL 23, TNF alfa, Receptor soluble de
IL 2 y del Receptor soluble de TNF) con el puntaje que obtienen en las pruebas psicoldgicas
gue miden las funciones mentales, antes mencionadas, en pacientes con trastorno bipolar,
al inicio del tratamiento y después de la respuesta al mismo.

Procedimiento del estudio. El estudio consiste en la colecta de 2 muestras de sangre, una
al inicio (en las primeras 48 hrs) y una al presentar respuesta (15 mL de sangre en total),
con las cuales se mediran las concentraciones de estas sustancias, ademas de la aplicacion
de unas pruebas psicoldgicas que se hacen a través de una computadora en las mismas
fechas. Dicha evaluacién durara aproximadamente 30 minutos y en todo momento contara
con el apoyo de personal que se encuentra realizando este estudio.

Si su familiar cumple los criterios de seleccion y decide que participe en el estudio se le
proporcionaran las indicaciones precisas del mismo. Este estudio presenta riesgo minimo
para su paciente dado que a todos los pacientes que ingresan también se les toma una
muestra de sangre como parte de la evaluacién diagndstica propia de la clinica psiquiatrica.

Caracteristicas del voluntario. Si su familiar tiene entre 18 a 55 afios e ingreso a la clinica
Psiquiatrica con diagndstico de Trastorno Bipolar en Fase de mania, puede participar en el
estudio.
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Sin embargo, si su familiar presenta al menos una de las siguientes caracteristicas abajo
enlistadas no podra ser considerado para esta investigacion.

Enfermedad autoinmune (Lupus, Artritis, Fibromialgia, etc)
Enfermedad Crénico degenerativa (Diabetes, Hipertension etc)
Estar embarazada.

Tener otra enfermedad neurolégica o mental

O O O O

Su decisidon de participar en este estudio es voluntaria, puede retirar a su familiar en el
momento que asi lo deseé, no tiene costo para Ustedes. La entrega de resultados sera de
forma personalizada. No recibird pago por su participacién, en el transcurso del estudio
Usted podrad solicitar informacién actualizada sobre el mismo al investigador responsable,
incluso posterior a la terminacién de este estudio usted se puede contactar con el
responsable de la investigacion para aclarar dudas o recibir consejeria en relacién a los
resultados obtenidos. La informacidn obtenida en este estudio sera mantenida con estricta
confidencialidad.
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e

FACULTAD [
MEDICINA
UASLP

, responsable legal del paciente
de anos de edad,

confirmo que he leido, me han explicado la hoja de informacidn del estudio anterior y que
he tenido la oportunidad de hacer preguntas y me las han solucionado, ademas, tengo
conocimiento de que este estudio no representa un dafio a la salud de mi paciente y que
puedo retirar mi consentimiento de participacién en el momento que yo deseé, sin otorgar
ninguna explicacién y sin que el cuidado médico o derechos legales sean afectados.

Estoy de acuerdo con la recopilacion, procesamiento, reporte y transferencia de datos
obtenidos durante este estudio. Estos datos sélo podran ser utilizados para esta
investigacion, si el investigador responsable necesitara esta informacién para otros
estudios, me debera pedir una nueva autorizacion.

Por lo anterior, acepto participar voluntariamente en la realizacion del proyecto:
“ASOCIACION ENTRE EL NIVEL SERICO DE CITOCINAS Y FUNCIONES EJECUTIVAS EN
PACIENTES CON TRASTORNO BIPOLAR EN FASE DE MANIA Y EN REMISION” asi mismo se
me ha proporcionado el teléfono del investigador responsable, Dr. Luis Fernando Guerrero
Herrera al (044) 4442 033 666 para cualquier asunto relacionado con este proyecto.

San Luis Potosi, S. L. P., a de del 20

Firma del responsable legal

Testigo 1 Firma

Testigo 2 Firma
Esta parte debe ser completada por el investigador (o su representante):

He explicado al Sr (a) la naturaleza y los

propdsitos del estudio; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacién. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si
tiene alguna duda de su participacién. Acepto que he leido y conozco la normatividad
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vigente (Ley General de Salud 2014 y NOM-012-SSA3-2012), correspondiente para realizar
estudios en seres humanos y me apego a ella.

Nombre del investigador Firma
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Anexo 2 Criterios de Diagnéstico.

Segun el DSM 5 para realizar el diagndstico de trastorno bipolar |, es necesario que se
cumplan los criterios siguientes:

Episodio maniaco.

A. Un periodo bien definido de estado de danimo anormalmente y persistentemente
elevado, expansivo o irritable, y un aumento anormal y persistente de la actividad o la
energia dirigida a un objetivo, que dura como minimo una semana y esta presente la mayor
parte del dia, casi todos los dias (o cualquier duracidn si se necesita hospitalizacion).

B. Durante el periodo de alteracion del estado de danimo y aumento de la energia o actividad,
existen tres (o mas) de los sintomas siguientes (cuatro si el estado de animo es sdlo irritable)
en un grado significativo y representan un cambio notorio del comportamiento habitual:
1. Aumento de la autoestima o sentimiento de grandeza.

2. Disminucién de la necesidad de dormir (p. ej., se siente descansado después de sdlo tres
horas de suefio).

3. Mas hablador de lo habitual o presion para mantener la conversacion.

4. Fuga de ideas o experiencia subjetiva de que los pensamientos van a gran velocidad.

5. Facilidad de distraccion (es decir, la atencién cambia demasiado facilmente a estimulos
externos poco importantes o irrelevantes), segun se informa o se observa.

6. Aumento de la actividad dirigida a un objetivo (social, en el trabajo o la escuela, o sexual)
o agitacién psicomotora (es decir, actividad sin ningln propdsito no dirigida a un objetivo).
7. Participacion excesiva en actividades que tienen muchas posibilidades de consecuencias
dolorosas (p. ej., dedicarse de forma desenfrenada a compras, juergas, indiscreciones
sexuales o inversiones de dinero imprudentes).

C. La alteracidon del estado del animo es suficientemente grave para causar un deterioro
importante en el funcionamiento social o laboral, para necesitar hospitalizacién con el fin
de evitar el dafio a si mismo o a otros, o porque existen caracteristicas psicéticas.

D. El episodio no se puede atribuir a los efectos fisiolégicos de una sustancia (p. €j., una
droga, un medicamento, otro tratamiento) o a otra afeccién médica.

Nota: Un episodio maniaco completo que aparece durante el tratamiento antidepresivo (p.
ej., medicacion, terapia electroconvulsiva) pero persiste en un grado totalmente sindrémico
mas alld del efecto fisioldgico de ese tratamiento es prueba suficiente de un episodio
maniaco y, en consecuencia, un diagndstico de

Nota: Los Criterios A—D constituyen un episodio maniaco. Se necesita al menos un episodio
maniaco a lo largo de la vida para el diagndstico de trastorno bipolar I.

Episodio hipomaniaco.
A. Un periodo bien definido de estado de animo anormalmente y persistentemente
elevado, expansivo o irritable, y un aumento anormal y persistente de la actividad o la
energia, que dura como minimo cuatro dias consecutivos y esta presente la mayor parte del
dia, casi todos los dias.
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B. Durante el periodo de alteracion del estado de dnimo y aumento de la energia y actividad,
han persistido tres (o mads) de los sintomas siguientes (cuatro si el estado de dnimo es sélo
irritable), representan un cambio notorio del comportamiento habitual y han estado
presentes en un grado significativo:

1. Aumento de la autoestima o sentimiento de grandeza.

2. Disminucion de la necesidad de dormir (p. ej., se siente descansado después de tres horas
de suefio).

3. Mas hablador de lo habitual o presién para mantener la conversacion.

4. Fuga de ideas o experiencia subjetiva de que los pensamientos van a gran velocidad.

5. Facilidad de distraccion (es decir, la atencién cambia demasiado facilmente a estimulos
externos poco importantes o irrelevantes), segun se informa o se observa.

6. Aumento de la actividad dirigida a un objetivo (social, en el trabajo o la escuela, o sexual)
0 agitacién psicomotora.

7. Participacidn excesiva en actividades que tienen muchas posibilidades de consecuencias
dolorosas (p. ej., dedicarse de forma desenfrenada a compras, juergas, indiscreciones
sexuales o inversiones de dinero imprudentes).

C. El episodio se asocia a un cambio inequivoco del funcionamiento que no es caracteristico
del individuo cuando no presenta sintomas.

D. La alteracion del estado de dnimo y el cambio en el funcionamiento son observables por
parte de otras personas.

E. El episodio no es suficientemente grave para causar una alteracion importante del
funcionamiento social o laboral, o necesitar hospitalizacion. Si existen caracteristicas
psicéticas, el episodio es, por definicién, maniaco.

F. El episodio no se puede atribuir a los efectos fisiolégicos de una sustancia (p. ej., una
droga, un medicamento, otro tratamiento).

Nota: Un episodio hipomaniaco completo que aparece durante el tratamiento
antidepresivo (p. ej., medicacion, terapia electroconvulsiva) pero persiste en un grado
totalmente sindromico mas alld del efecto fisiolégico de ese tratamiento es prueba
suficiente de un episodio hipomaniaco. Sin embargo, se recomienda precaucién porque uno
o dos sintomas (particularmente el aumento de la irritabilidad, nerviosismo o agitacién
después del uso de antidepresivos) no se consideran suficientes para el diagndstico de un
episodio hipomaniaco, ni indica necesariamente una diatesis bipolar.

Nota: Los criterios A—F constituyen un episodio hipomaniaco. Los episodios hipomaniacos
son frecuentes en el trastorno bipolar | pero no son necesarios para el diagndstico de

trastorno bipolar I.

Episodio de depresidon mayor.
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A. Cinco (o mads) de los sintomas siguientes han estado presentes durante el mismo periodo
de dos semanas y representan un cambio del funcionamiento anterior; al menos uno de los
sintomas es (1) estado de animo deprimido o (2) pérdida de interés o de placer.

Nota: No incluye sintomas que se puedan atribuir claramente a otra afeccion médica

1. Estado de animo deprimido la mayor parte del dia, casi todos los dias, segln se desprende
de la informacién subjetiva (p. ej., se siente triste, vacio o sin esperanza) o de la por parte
de otras personas (p. €j., se le ve lloroso). (Nota: En nifios y adolescentes, el estado de dnimo
puede ser irritable.)

2. Disminucidn importante del interés o el placer por todas o casi todas las actividades la
mayor parte del dia, casi todos los dias (como se desprende de la informacién subjetiva o
de la observacion).

3. Pérdida importante de peso sin hacer dieta o aumento de peso (p. ej., modificacién de
mas del 5% del peso corporal en un mes) o disminucién o aumento del apetito casi todos
los dias. (Nota: En los nifios, considerar el fracaso en el aumento del peso esperado.)

4. Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

5. Agitacién o retraso psicomotor casi todos los dias (observable por parte de otros; no
simplemente la sensacion subjetiva de inquietud o enlentecimiento).

6. Fatiga o pérdida de la energia casi todos los dias.

7. Sentimientos de inutilidad o de culpabilidad excesiva o inapropiada (que puede ser
delirante) casi todos los dias (no simplemente el autorreproche o culpa por estar enfermo).
8. Disminucién de la capacidad para pensar o concentrarse, o de tomar decisiones, casi
todos los dias (a partir del relato subjetivo o de la observacién por parte de otras personas).
9. Pensamientos de muerte recurrentes (no sélo miedo a morir), ideas suicidas recurrentes
sin un plan determinado, intento de suicidio o un plan especifico para llevarlo a cabo.

B. Los sintomas causan malestar clinicamente significativo o deterioro en lo social, laboral
u otras areas importantes del funcionamiento.

C. El episodio no se puede atribuir a los efectos fisiolédgicos de una sustancia o de otra
afeccidon médica.

Nota: Los Criterios A—C constituyen un episodio de depresién mayor. Los episodios de
depresiéon mayor son frecuentes en el trastorno bipolar | pero no son necesarios para el
diagndstico de trastorno bipolar I.

Nota: Las respuestas a una pérdida significativa (p. ej., duelo, ruina econdmica, pérdidas
debidas a una catastrofe natural, una enfermedad o una discapacidad grave) pueden incluir
el sentimiento de tristeza intensa, rumiacion acerca de la pérdida, insomnio, falta del
apetito y pérdida de peso descritos en el Criterio A, que pueden simular un episodio
depresivo. Aunque estos sintomas pueden ser comprensibles o considerarse apropiados a
la pérdida, también se deberia considerar atentamente la presencia de un episodio de
depresiéon mayor ademas de la respuesta normal a una pérdida significativa. Esta decision
requiere inevitablemente el criterio clinico basado en la historia del individuo y en las
normas culturales para la expresion del malestar en el contexto de la pérdida. (6)
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Anexo 3. Escala de Mania de Young

La Escala de Mania de Young (Mania Rating Scale, MRS) es un instrumento de cuantificacién
de sintomas que consta de 11 items, con 5 opciones en cada uno, que reflejan grados
crecientes de intensidad sintomatica. La seleccidn de los items es empirica, y se basa en una
seleccion de los sintomas considerados como nucleares de la fase maniaca del trastorno
bipolar.

La asignacidon de niveles de severidad se basa en el informe subjetivo del paciente referido
a las 48 horas previas, y en la observacién del su comportamiento por el clinico durante la
entrevista, con mayor énfasis en este ultimo aspecto.

El entrevistador selecciona, para cada item, el nivel de intensidad / gravedad sintomatica
gue mejor se ajuste a la situacién clinica del paciente. Cada opcion puntda en un rango de
0 a 4, excepto 4 items (irritabilidad, expresion verbal, trastornos formales del pensamiento
y agresividad) que tienen mayor peso en el global y puntuan doble (0, 2, 4, 6, 8). La
ponderacion doble de estos items se justifica por la pobre o nula cooperacién en la
entrevista clinica de los pacientes graves.

El rango total de la escala es de 0 — 60 puntos. No hay puntos de corte establecidos ni
tampoco estratificacion por niveles de severidad, y podemos encontrar distintos criterios
en la bibliografia.

En los ensayos clinicos para la seleccién de sujetos se han utilizado puntos de corte que van
desde < 6 para definir el estado eutimico, hasta > 24 en reclutamiento de pacientes para
ensayo terapéutico.

Para definir niveles de severidad, pueden ser orientativa la categorizacion de Pope HG10,
quien establece tres niveles (<10, 10-19, >19) que corresponden a hipomania, mania leve y
mania moderada-severa. En el trabajo de validacidn original los autores de la escala
dividieron a los pacientes en cuatro niveles de severidad y las puntuaciones medias
obtenidas en cada uno de ellos fueron de 12.5, 19.3, 25.5y 37.9, valores estos que también
pueden ser orientativos.

Escala de Mania de Young
1. Euforia
0. Ausente.
1. Posible o moderada, sélo cuando se le pregunta.
2. Clara, aunque subjetiva y apropiada al contenido: optimista, seguro de si
mismo/a, alegre.
3. Elevada e inapropiada.
4. Grave y desorganizada.
2. Hiperactividad
0. Ausente.
1. Subjetivamente aumentada.
2. Vigoroso/a, hipergestual.
3. Energia excesiva, hiperactividad fluctuante, inquietud.
4. Agitacioén o hiperactividad constante.
3. Impulso sexual
0. No aumentado.
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1. Posible o moderadamente aumentado.

2. Claro aumento al preguntar.

3. Espontdneamente referido como elevado, contenido sexual del discurso,
preocupacion por temas sexuales.

4. Actos o incitaciones sexuales evidentes.

0. No reducido.
1. Disminucidn en menos de una hora.
2. Disminucién en mas de una hora.
3. Refiere disminucién de la necesidad de dormir.
. Niega necesidad de dormir.
5. Irritabilidad
0. Ausente.
2. Subjetivamente aumentada.
4. Irritabilidad fluctuante, episodios recientes de rabia o enfado.
6. Predominantemente irritable, brusco y cortante.
8. Hostil, no colaborador/a, no entrevistable.
6. Expresion verbal
0. No aumentada.
2. Sensacion de locuacidad.
4. Aumentada de forma fluctuante, prolijidad.
6. Claramente aumentada, dificil de interrumpir, intrusiva.
8. Verborrea ininterrumpible y continua.
7. Trastornos del curso pensamiento
0. Ausentes.
1. Circunstancialidad, distraccion moderada, aceleracién del pensamiento.
2. Distraccién clara, descarrilamiento, taquipsiquia.
3. Fuga de ideas, tangencialidad, rimas, ecolalia.
4. Incoherencia, ininteligilibidad.
8. Trastornos formales del pensamiento
0. Ausentes.
2. Planes discutibles, nuevos intereses.
4. Proyectos especiales, misticismo.
6. Ideas grandiosas o paranoides, ideas de referencia.
8. Delirios, alucinaciones.
9. Agresividad
0. Ausente.
2. Sarcastico/a, enfatico/a, lacdnico/a.
4. Querulante, pone en guardia.
6. Amenazador/a, habla a gritos, entrevista dificil.
8. Agresivo/a, destructivo/a, entrevista imposible.
10. Apariencia
0. Indumentaria apropiada y limpia.
1. Ligeramente descuidada.

H
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2. Mal arreglado/a, moderadamente despeinado/a, indumentaria sobrecargada.
3. Despeinado/a, semidesnudo/a, maquillaje llamativo.
4. Completamente desaseado/a, adornado/a, indumentaria bizarra.
11. Conciencia de enfermedad
0. Presente, admite la enfermedad, acepta tratamiento.
1. Segun él/ella, posiblemente enfermo/a.
2. Admite cambio de conducta, pero niega enfermedad.
3. Admite posible cambio de conducta, niega enfermedad.
4. Niega cualquier cambio de conducta.

TOTAL:
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Anexo 4. Manual de instruccion para uso del Kit “Human Inflamatory Cytokines Kit”
Ver PDF anexo de CBA, consultar el siguiente link

http://www.bdbiosciences.com/documents/CBA Human Inf Cytokine manual.pdf

Anexo 5. Procedimiento y control de calidad para la Evaluacion de citocinas en suero /
plasma

1. Se aiadid 50 ul de la mezcla capturada a los tubos de ensayo correspondientes, posteriormente
se agité esta mezcla antes de agregarlas a los tubos de ensayo.

2. Se afiadié 50 pl de la dilucién estdndar control a los tubos de ensayo.
3. Se agregaron 50 ul de cada muestra de prueba a los tubos de ensayo de prueba.

4. Se Incubaron los tubos de ensayo durante 1.5 horas a Temperatura ambiente protegidos de la
luz.

5. Se afiadié 1 ml de buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se centrifugd a una velocidad de
200 durante 5 minutos.

6. Se aspird y desecho el sobrenadante, dejando aproximadamente 100 pl de liquido en cada tubo
de ensayo.

7. Se afadieron 50 pul del reactivo de deteccidn de citocinas inflamatorias al tubo de ensayo.

8. Se volvieron a Incubar los tubos de ensayo durante 1.5 horas a Temperatura Ambiente y
protegidos de la luz. A la par se realizd la configuracion del citémetro.

9. Se afadié 1 ml de buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se centrifugd a una velocidad de
200 durante 5 minutos

10. Se aspird y deseché el sobrenadante de cada tubo de ensayo.

11. Se afiadieron 300 pl de buffer de lavado a cada tubo de ensayo para resuspender el sedimento
de microesferas.

12. Se analizaron las muestras en el citometro de flujo, mediante la calibracién del mismo con las
primeras 9 rejillas de cada paquete de test de medicién de cada una de las citocinas.
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Anexo 6. Aprobacion del comité estatal de ética en investigacion
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