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Introduccion.-

El Interferén 3 (IFN) es la Droga Modificadora de la Enfermedad (DME) mas

ampliamente usada en la actualidad para el tratamiento de la esclerosis multiple.

Los principales beneficios de esta solo son vistos en aproximadamente del 30 al
50% de los pacientes. La determinacidon de la respuesta al tratamiento requiere
una evaluacion clinica del paciente durante un periodo de tiempo relativamente
largo lo que puede significar la acumulacion de discapacidad antes de que el

paciente sea clasificado como no respondedor.

Es por lo tanto importante que los no respondedores sean identificados de manera
precoz y reciban una terapia alternativa tan pronto como sea posible. Un indicador
precoz de la respuesta permitiria un uso racional de los farmacos y mejorarian el

cuidado de los pacientes.

Hipotesis.-

Tenemos necesidad de métodos sencillos y fiables que nos indiquen, usando solo

datos clinicos, si un paciente dudoso es buen respondedor o no.

Desconocemos que influencia podrian tener tanto las variaciones en el ambiente
de oxidorreducciéon como la variaciéon de los niveles intra cerebrales in vivo de
ciertas sustancias como el N Acetil Aspartato, la colina o el mioinositol tras el inicio

de un tratamiento en la respuesta a largo plazo de este tratamiento asi.
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También desconocemos la influencia de los polimorfismos genéticos en las
diferentes respuestas al interferén beta que podrian suponer un instrumento de

gran utilidad en la decision de tratamiento de estos pacientes.

Objetivos.-

1. Medir el efecto a largo plazo del tratamiento con interferon fla IM en la

acumulacion del dafio axonal en pacientes con Esclerosis Multiple Remitente

Recidivante (EMRR) usando marcadores de oxidorreduccidn y Espectroscopia por

Resonancia Magnética (ERM)

2. Validar los criterios clinicos de optimizacion de tratamiento de la Canadian

Multiple Sclerosis Working Group (CMSWG) aplicandolos a una poblacién espafiola

de pacientes con EMRR tratados inicialmente con interfer6n f1a IM

3. Identificar un conjunto de genes ligados a las diferencias interindividuales en la

eficacia a la terapia con Interferdn Beta.

Metodologia.-

Para responder a estas preguntas se han planteado tres estudios diferentes:
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1. Estudio del efecto del interferén 3 1 a IM sobre marcadores de degeneracion

axonal y de oxido reduccion.

2. Estudio de validacidon de los criterios de optimizacién del tratamiento de la

CMSWG

3. Estudio de farmacogendmica de respuesta al Interferon 13.

Conclusiones.-

1. Desde los primeros estadios de la enfermedad, los ratios NAA: Cr en SBAN
determinados por ERM fueron menores en los pacientes con EM, es decir, el dafio

axonal es un fenomeno precoz.

2. La discapacidad de los pacientes (medida por la EDSS) se correlaciona con los

niveles de NAA, un marcador de la pérdida axonal.

3. No hay correlacion entre la discapacidad, cuando se utiliza el MSFC, y el NAA.

4. El hecho de que los brotes pudieran ser buenos marcadores subrrogados de la
discapacidad clinica en EM sugiere que los pacientes con EM tienen probabilidades
de obtener beneficio usando IFN-8 en lo que se refiere a la progresion de la
discapacidad y apoya el uso de los cambios en estos marcadores como predictores

de la evolucion clinica durante los afios siguientes.
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5. El IFN beta 1 a IM no disminuyd el dafio axonal en pacientes con EMRR. El ratio

NAA / Cr en SBAN ha seguido disminuyendo durante el periodo de observacion

6. Existe un grupo de pacientes que podriamos considerar buenos respondedores
ya que, aunque globalmente los pacientes pierden NAA, el 30% no lo pierden o
incluso lo recuperan. Este porcentaje es similar al que se comenta en estudios

clinicos respecto a la respuesta del interferon.

7. Los niveles de oxidorreduccion inmediatos a la introduccién de la medicacion
inmuno moduladora pueden jugar un papel importante en la discapacidad
desarrollada durante los primeros afios de enfermedad y con su monitorizacion se

podria pronosticar la respuesta al tratamiento

8. Los paciente que responden al tratamiento en las primeras etdpas de la
enfermedad disminuiran el estrés oxidativo con lo que dara tiempo a disminuir
tanto el dafio energético como el dano axonal y con la energia exedente se
pondrian en marcha la remielinizacién y se evitaria la gliosis tardia. El fracaso de
los tratamientos en la fase progresiva seria por el papel menos importante de la

inflamacion sino el mas preminente del dafio difuso

9. Nuestros datos muestran que ROT, utilizando sélo la informacion clinica, son
capaces de predecir si los pacientes tendran un alto nivel de actividad tanto por la
tasa de brotes como en aumento de la discapacidad medida por la EDSS, con una
alta sensibilidad y especificidad. Es decir, las ROT son una buena herramienta para

el seguimiento de la respuesta a la DMD en pacientes con EM.

18



10. El programa desarrollado por nosotros es intuitivo, no requiere mucho tiempo
y puede ayudar a los neur6logos a evaluar a los pacientes de manera objetiva y

facilmente.

11. Este estudio nos sugiere un grupo de marcadores que podrian estar

relacionados con la respuesta al tratamiento con interferon beta en pacientes con

esclerosis multiple.
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I. Esclerosis Multiple
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INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria y auto inmune del
sistema nervioso central (SNC), que se manifiesta en el 90% de los casos con

brotes agudos que provocan defectos neuroldgicos, generalmente regresivos.

La edad de inicio de la enfermedad se sitiia entre los 20 y 40 afos. La prevalencia
de la EM en Espafa fluctia entre 40 y 70 casos por cada 100000 habitantes, con
una incidencia de 3-4 nuevos casos por 100000 habitantes y afio (Fernandez y
cols., 1994; Bufill y cols., 1995; Uria y cols., 1997; Modrego y cols, 1997; Benito-
Leon y cols, 1998; Pina y cols., 1998; Tola y cols., 1999; Mallada- Frenchin y cols.,
2000; Casquero y cols.,, 2001; Hernandez y cols., 2002). Estos datos sitian a

nuestro pais en una franja de prevalencia de EM moderada-alta.

Es primariamente desmielinizante pero se sigue de degeneracion axonal, que es la
causa de la discapacidad progresiva que se produce en las fases mas avanzadas de
la enfermedad. Esta degeneracidon axonal se pone ya en marcha desde el comienzo

de la enfermedad (Trapp y cols., 1998).

El origen de la EM sigue en estudio. La teoria mas aceptada defiende la
combinacién de factores ambientales y genéticos. No obstante, pese a la enorme
cantidad de trabajos realizados, atin no se ha identificado con exactitud la sucesion

de fendbmenos que intervienen en el desarrollo y perpetuacién de la enfermedad.
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2. IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

La EM es una de las primeras causas de discapacidad de origen no traumatico en
adultos jovenes y supone un coste econdmico y social importantisimo, en los

paises desarrollados.

En una poblacion cada vez mas longeva, el impacto econémico que representa la
invalidez temporal o permanente de personas en edad biologica de trabajar es
inmenso. Si esto se suma a la necesidad de ayudas socio-sanitarias desde edades
tempranas y a los gastos de atencion hospitalaria y tratamiento croénico, el gasto

generado es cada vez mayor.

En Espafa el coste econdmico medio por cada paciente oscila entre los 27.000 y
45.000 euros anuales (Orlewska y cols., 2005, Casado y cols., 2006, Kobelt y cols.,
2006). Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica, la poblacion espafola en
enero de 2012 era de 47.190.493 habitantes. Considerando la prevalencia de 40-
70 casos por 100000 habitantes, estimamos un gasto medio superior a los 1000

millones de euros anuales.
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3. INTERES EPIDEMIOLOGICO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Estudios en emigrantes observaron que la adolescencia era la edad critica para
retener el riesgo de la region de procedencia. Este conocimiento, junto al viejo
concepto de gradiente norte-sur, que resume la idea de una mayor prevalencia de
la enfermedad en las regiones mas nortefas, sirviéo en su momento para defender
la teoria de un factor ambiental como el causante de la enfermedad. Sin embargo,
la repeticion de algunos estudios epidemioldgicos nos ha hecho modificar la vision
de la distribucién de la EM en el mundo. Asi, aunque seguimos aceptando
parcialmente el concepto de un gradiente norte-sur, se ha visto que existen
enormes diferencias entre regiones muy préximas, por ejemplo en Enna (Sicilia) la
prevalencia es de 120/100000 habitantes (Grimaldi y cols., 2001) y en Malta es de
13/100000 (Dean y cols., 1999). Estas diferencias serian inexplicables desde un
enfoque puramente ambiental, y es en este punto donde cobra importancia el
factor genético. Hay datos suficientes para afirmar que existe una predisposicion

genética para desarrollar la EM.
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4. GENETICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Diferentes estudios de agregacion familiar han confirmado y cuantificado el
aumento del riesgo a padecer la enfermedad en parientes de individuos afectados

(Sadovnick y cols., 1998; Robertson y cols., 1996; y Carton y cols., 1997).

Estos estudios ponen de manifiesto la influencia de los factores genéticos en la
etiologia de la enfermedad. El 20% de los afectos tienen antecedentes familiares de
la enfermedad (Compston y cols.,, 2002). El riesgo de padecer la enfermedad
aumenta con la proximidad genética de forma clara, a 1 de cada 500 en las formas
familiares, 1 de cada 25 si es un hermano y uno de cada 3 si se trata de gemelos
monocigoéticos (Willer y cols., 2003). Por el contrario, el riesgo para hermanos
adoptados de padecer la EM, es el mismo que el de la poblacidn general (Ebers y

cols., 1994).

El hecho de que existan pacientes que padecen la enfermedad pero no presentan
sintomas, ha dificultado la valoracion real de la carga genética en la trasmision de

la enfermedad o su susceptibilidad (Barakat Shrem y cols., 2003).

La dificultad de saber si individuos asintomaticos con lesiones en Resonancia
Magnética (RM) tipicas de la EM deben o no incluirse como afectados, puede
contaminar los estudios genéticos. La presencia de secrecion intratecal de bandas
oligoclonales (BOC) de Inmuno globulina G (Ig G), que es un marcador de alta
sensibilidad y especificidad, puede aportar una mayor seguridad diagndstica

(Villar y cols., 2005).
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Aunque los datos de agregacion familiar y los estudios de concordancia pueden
utilizarse para inferir la proporciéon de factores genéticos involucrados en
cualquier patologia compleja, el verdadero reto de la gendmica estructural
moderna es el aislamiento especifico y caracterizacion molecular de todos y cada
uno de estos factores. Esta tarea, sin duda formidable, ocupara buena parte de la

investigacion genética en los préoximos decenios.

Los primeros esfuerzos en identificar factores genéticos de susceptibilidad a EM
establecieron la asociacion de esta patologia a los genes del complejo mayor de
susceptibilidad HLA-A3 (Naito y cols., 1972), -B7 (Jersild y cols., 1972) y -DR7
(Jersild e y cols., 1973). Actualmente estos genes son conocidos como HLA-A3, -A7
y LD-7a respectivamente estando todos en desequilibrio de union dentro del
complejo mayor de histocompatibilidad. Estudios mas detallados en esta region
han identificado el alelo HLA-DRB1*1501 como causativo de la asociacidn

observada (Oksenberg y cols., 2004; Yeo y cols., 2007).

El modesto riesgo de padecer la enfermedad que confiere este alelo hace suponer
la existencia de otros factores genéticos adicionales de susceptibilidad a EM. El
modo de herencia en las enfermedades complejas como la EM, si existe, no es
apreciable y ademas, se espera que desde un punto de vista genético sea un
subconjunto de alelos (de baja penetrancia) combinados entre si (epistasis) y/o
con factores medioambientales (interacciones gen - medio ambiente) los que

confieran el riesgo a padecer la patologia (modelo multifactorial o complejo).
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Aunque se ha especulado mucho entorno al modelo complejo de enfermedades
comunes, la hipétesis genética mas aceptada y extendida para explicar el papel de
los genes en las enfermedades comunes es la hipdtesis “enfermedades comunes,
genes comunes” emitida por Eric Lander en 1996. Esta hipotesis sugiere que los
alelos de riesgo de estas enfermedades deben ser polimorfismos relativamente
frecuentes (MAF>1%) con una penetrancia baja. Otros autores han denominado
poligenes a estos alelos vinculados a enfermedades comunes (Altshuler y cols.,
2001). Una extension de esta idea afiade ademas, que estos alelos de baja
penetrancia deben ser inespecificos, es decir, que pueden conferir proteccion o
riesgo a enfermedades clinicamente relacionadas (Becker y cols., 2004). Becker
sugiere también que la aparicion de los distintos cuadros clinicos puede deberse a
fenomenos de exposicion diferencial a agentes externos o incluso a diferentes
combinaciones de los mismos poligenes comunes. Llegados a este punto es
tentador sugerir la existencia de 1) factores de susceptibilidad comunes en las
patologias autoinmunes del adulto. 2) unos mecanismos fisiopatoldgicos comunes
para todas las enfermedades neurodegenerativas que se caractericen por un dafio
axonal progresivo (Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson, la

Esclerosis Lateral Amiotrdfica...).

Para la investigacion sistematica de estos supuestos es necesario plantear un
abordaje libre de hipdtesis mediante rastreo completo del genoma empleando
microarrays de SNPs y estudios de validacion cruzada de los resultados en
diferentes series de pacientes. Gracias al avance en la nanotecnologia de
paralelizacién de los microchips y el incremento de densidad de los arrays de

SNPs, se han conseguido coberturas del genoma cercanas al 80% empleando el
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rastreo de 500.000 - 1.000.000 SNPs simultaneamente en un solo ensayo Este
logro reciente, ha permitido el lanzamiento de proyectos de genotipacion masiva
en las enfermedades mas prevalentes. El empleo de la tecnologia de arrays de SNPs
en la investigacion de EM se ha extendido en los ultimos afios, permitiendo
aumentar considerablemente el numero de variantes genéticas que confieren
susceptibilidad a la EM o que influyen en la progresion de la enfermedad

(Baranzini y cols., 2012).

Esta abundante informacién genética generada en los ultimos afios, continta
originando nuevos descubrimientos en el campo de la susceptibilidad genética a la
EM mediante nuevos enfoques analiticos que incluyen, ademas de los meta-
analisis, (Patsopoulus y cols. (2012), analisis de polimorfismos de numero de
copias (Copy Number Variations, CNVs) (Cronin y cols., 2008), analisis de rutas
bioldgicas (Song y cols., 2013) o analisis de interacciones (Bush y cols., 2011).
Estos estudios estan auin poco extendidos en el campo de la EM, y con frecuencia se
limitan a genes o poblaciones muy seleccionadas. De especial interés es el analisis
multilocus, que permite investigar la naturaleza poligénica de las enfermedades
comunes (Hoh y cols., 2003), y el analisis de rutas biolégicas empleando datos de
genoma completo. Estos enfoques analiticos se caracterizan por su elevado
potencial para identificar nuevos mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad
hasta ahora desconocidos, algunos de los cuales seran comunes a otras
enfermedades autoinmunes y/o degenerativas (Hoh y cols., 2003; De Castro y cols.,

2004; Moron y cols., 2006)
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5. CARACTERISTICAS ANATOMO PATOLOGICAS DE LA EM.

Las caracteristicas anatomo patolégicas mas destacadas de la EM son la
inflamacion, desmielinizacion, remielinizacién y la neurodegeneracion, que se
producen ya sea de manera focal o difusa en la sustancia blanca y sustancia gris del
cerebro y la médula espinal (Lassmann y cols., 2007). Estas caracteristicas
anatomo patoldgicas estan presentes en tanto la EMRR como en la Esclerosis
Multiple Secundaria Progresiva (EMSP), asi como en Esclerosis Multiple
Primariamente Progresiva (EMPP), aunque estas varian con el tiempo, tanto
cuantitativa como cualitativamente entre estas tres formas de EM y entre los

individuos con la misma forma.

5.1. Inflamacion.

La inflamacion esta invariablemente presente en todas las etapas de la EM
(Frischer, 2009). Las lesiones inflamatorias en los pacientes con EM contienen
infiltrados perivasculares y parenquimatosos de linfocitos y macrofagos (Prineas y
cols., 1978). Las Células T CD8 + estan presentes en mayor numero que otros
subconjuntos de células T, células B o células plasmaticas. (Frischer y cols., 2009,
Babbe y cols., 2000). En las lesiones activas, que dominan en la fase remitentes
recidivantes de la esclerosis multiple, un namero bajo de células T estan presentes
en los sitios de dafio tisular inicial durante la etapa de pre fagocitica de la
formaciéon de la lesion (Barnett y cols., 2004) y el dafio tisular en curso esta
asociado con la infiltracién de macréfagos y / o activacion de las microglias

residentes (Prineas y cols., 1978). La invasion del tejido por la mayoria de estas
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células inflamatorias se produce después de la destruccion inicial de la mielina

(Marik y cols., 2007, Henderson y cols., 2009).

Esta observacion sugiere que ocurren dos tipos diferentes de inflamaciéon dentro
de las placas activas: la respuesta inicial, consistente principalmente de células T
CD8 + y abundante la activacion microglial y una secundaria con mas
reclutamiento de células T, células B y macr6fagos como consecuencia de la

destruccion de la mielina.

La inflamacion en la fase remitente recidivante de la EM se caracteriza por la
infiltracién de células inflamatorias en el SNC, provocando un profundo dafio de la
barrera hemato encefalica (BHE), que ha sido demostrado con la captacion de
gadolinio de las lesiones (Grossman y cols., 1988, Miller y cols., 1988, Gaitan y cols.,

2011)

En las EMPP y EMSP, la desmielinizacién activa y la neurodegeneracion estan
también invariablemente asociadas con la inflamacidén (Frischer y cols., 2009). Sin
embargo, la relacidn entre la inflamacion y el dafio de la BHE es menos evidente
que en EMRR (Hochmeister y cols., 2006). En primer lugar, un deterioro leve de la
BHE, indicado patoldgicamente por la fuga de proteina del suero (Hochmeister y
cols., 2006, Kwon y cols., 1994), puede ocurrir en conjuncion con lesiones crénicas,
independientemente de la presencia o ausencia de infiltrado inflamatorio (Kwon y
cols., 1994, Kirk y cols., 2003). Sin embargo, la extension del dafio de la BHE es
demasiado limitado para ser detectados por resonancia magnética con gadolinio.

El proceso inflamatorio en el cerebro de pacientes con EMPP o EMSP es pues un
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proceso, al menos en parte, disociado del dafio de la BHE, con el resultado de que
los infiltrados inflamatorios se encuentran con frecuencia alrededor de venas
pequefias y vénulas sin evidencia de una pérdida de la integridad de la BHE
(Hochmeister y cols., 2006). En los espacios del tejido conectivo del cerebro, tales
como las meninges y los espacios de Virchow-Robin, se han observado grandes
agregados de células inflamatorias, que muestran las caracteristicas estructurales
de los foliculos linfaticos, tales como areas germinales de células T y de células By
la presencia de celulas dendriticas foliculares (Serafini y cols., 2004, Magliozzi y
cols., 2010, Howell y cols., 2011). Esta observacion demuestra que a medida que la
enfermedad progresa, la inflamacion esta parcialmente compartimentada detras

de una BHE intacta.

5.2. Desmielinizacion.

Las placas focales de desmielinizacion son el sello mas caracteristico de la
patologia de la esclerosis multiple (Lassmann y cols., 2007). En el cerebro, dichas
placas estan presentes en la Sustancia Gris y en la Sustancia Blanca en todas las
etapas de la enfermedad. En la EM progresiva, sin embargo, la anatomo patologia
cambia en términos cuantitativos desde lesiones nuevas y activas a una lenta
expansion de las lesiones pre-existentes, lo que conduce a una desmielinizacion
cortical pronunciada y esta esta asociada con un dafio difuso extenso a la sustancia
blanca y gris de aspecto normal. Como consecuencia de este cambio, los pacientes
pueden presentar una mezcla de tipos de lesiones - lesidnes activas clasicas,

lesiones expansivas lentas, lesiones inactivas y placas remielinizadas. Los tipos de
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lesiones que estan presentes dependen de la etapa de la esclerosis multiple, de la

velocidad de desarrollo de la placa, y el alcance de la remielinizacion.

Las placas de desmielinizacion focal no se limitan a la sustancia blanca, sino que
también estan presentes en la corteza y en los nucleos de la sustancia gris
profunda (Peterson y cols., 2001, Cifelli y cols., 2002). En los primeros estadios de
la enfermedad estan asociadas con una inflamacién profunda, consistente en
infiltrados inflamatorios perivasculares, dispersion de linfocitos a través del tejido,
y activation de macrofagos y microglias (Lucchinetti y cols., 2011). Sin embargo
estas lesiones corticales son mas abundantes en la etapa progresiva de la EM, en la
que son mas prominentes en la corteza subpial (Kutzelnigg y cols., 2005) y, cuando
se activan, estan vinculados a inflamacion local (infiltrados de células T y de células
B) en las meninges (Howell y cols., 2011). Tanto la desmielinizacién activa como la
neurodegeneracion se asocian con la activacién de las microglias (Bo y cols., 2003,

Magliozzi y cols., 2010).

Este patron anatomo patologico, junto con la acumulacién caracteristica de las
lesiones en los surcos corticales, sugieren que el dafio tisular activo es impulsado
por un factor soluble producido por los agregados inflamatorios meningeos
(Kutzelnigg y cols., 2005, Howell y cols., 2011). Este factor difunde dentro de la
corteza e induce la desmielinizaciéon y neurodegeneracion ya sea directamente o
indirectamente a través de la activacién microglial (Kutzelnigg y cols., 2005,
Howell y cols., 2011). Y es que muchos de los componentes de la inmunidad
adaptativa e innata producen desmielinizacion, la muerte de oligodendrocitos y

dafio axonal o neuronal en los pacientes con EM, incluyendo los linfocitos T
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citotoxicos antigeno especificas (Saxena y cols, 2008, Na y cols, 2008), y
autoanticuerpos dirigidos contra antigenos neuronales o gliales (Linington y cols.,
1988, Mathey y cols, 2007). Por otra parte, las vainas de mielina son
particularmente vulnerables a productos liberados por los macroéfagos activados y
microglias como las citocinas citotodxicas, excitotoxinas o productos derivados del
oxigeno y del 6xido nitrico. En las lesiones altamente inflamatorias observadas en
la EMRR, distintos procesos inmunes podrian contribuir a la desmielinizacion y la
neurodegeneracion en diferentes tipos de pacientes o diferentes subgrupos de
enfermedad, como se refleja en distintos patrones de desmielinizaciéon y de dafio
lesional (Lucchinetti y cols., 2000). Los patrones de desmielinizaciéon observados
con mayor frecuencia son los asociados a anticuerpos y complemento (patron II), y
el dafio tisular similar a la hipoxia (patron III). En el patron III, la desmielinizacion
se inicia por la degeneracion de las espiculas mas distales de los oligodendrocitos
y la apoptosis de los oligodendrocitos, como también se ve en las etapas iniciales
de las lesiones ictales de la sustancia blanca (Lucchinetti y cols., 2000, Barnett y
cols., 2004), y los astrocitos muestran una pérdida de la polaridad, lo que produce
una alteracion del organizacidon estructural de la limitante glial perivascular
(Sharma y cols., 2010, Matsuoka y cols., 2011). En los pacientes con EMRR, la
desmielinizacion activa se asocia solo con las células T y microglias activadas

(patron I) (Lucchinetti y cols., 2000).

5.3. Daiio tisular difuso.

Ademas de las lesiones focales, los cerebros de los pacientes con EM también

mostraron cambios difusos, como una inflamacién generalizada, una activacion
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microglial, una gliosis astrocitica y una leve desmielinizacion y dafio axonal en la
sustancia blanca de apariencia normal (Kutzelnigg y cols., 2005, Allen y cols.,
2001). Una pérdida generalizada de volumen tisular también se ve en la corteza de
aspecto normal (Wegner y cols., 2006). Estos cambios conjuntamente producen

una extensa atrofia cerebral con dilatacion de los ventriculos.

La extension y severidad del dafio difuso de la sustancia blanca aumenta con
duracion de la enfermedad y es mas pronunciada en la fase progresiva de la EM.
Sin embargo, axones en parte conservados se encuentran en todas las lesiones de
la EM y, cuando se destruyen los axones, las fibras de pequefio calibre son las
predominantemente afectadas (Evangelou y cols., 2001, Stys 2005). El dafio difuso
de la sustancia blanca muestra una correlaciéon moderada (pero significativa) con

la extension de la desmielinizacidn cortical (Kutzelnigg y cols., 2005).

5.4. Remielinizacion.

La restauracion de la mielina, o la remielinizacién, es un proceso regenerativo
espontaneo que puede ocurrir con notable eficacia, no s6lo después de la
desmielinizacion experimental en roedores de laboratorio, sino también en los
seres humanos. (Franklin 2002, Patani y cols., 2007, Patrikios y cols., 2006). Ocurre
tanto en la sustancia blanca como en la sustancia gris y a las areas totalmente
remielinizadas se les denomina "placas fantasmas" (Patrikios et al, 2006.; Patani et
al, 2007; Albert et al, 2007). Curiosamente la remielinizacién se ha observado no
solo en la fase temprana de la EM, sino también en pacientes con enfermedad de

larga evolucidén (Patrikios et al., 2006).
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La remielinizacion se produce cuando las células progenitoras de oligodendrocitos
adultos (OPC), una poblacion amplia de progenitores multipotentes, responden a
una lesion, se dividen y emigran, y, finalmente, se diferencian en oligodendrocitos
que recubren el axdn desmielinizado con una cubierta de mielina nueva (Franklin
y cols., 2008, Zawadzka y cols., 2010). Hay al menos dos fuentes conocidas de
estos oligodendrocitos: la primera es la gran reserva de OPC que expresan el
proteoglicano NG2 y / o el receptor alfa de la PDGF; la segunda proviene de los
precursores en la zona subventricular (adultos SVZ) (Menn et al, 2006; Zhao et al,
2008). Las OPC también se han aislado también de la sustancia blanca

aparentemente normal, obtenida en el curso de la cirugia para la epilepsia.

Las vainas de mielina recién hechas son mas delgada de lo normal, tienen unos
internodos mas cortos y la variabilidad en la longitud nodal (Perier y Gregoire,
1965). Estas variaciones en el espesor de la mielina y la distancia internodal en
estas placas podrian disminuir la eficacia de la conduccion saltatoria en los axones
mielinizados. Sin embargo, en modelos animales, la velocidad de conduccién

aumenta durante la remielinizacion.

La restauracidn de las vainas de mielina no sdlo ayuda a proteger los axones, sino
que también restablece la conduccién saltatoria y las funciénes perdidas. Por lo
tanto, la remielinizacién puede ser considerado como un proceso beneficioso.
(Smith y cols., 1979, Jeffery y cols., 1997, Duncan y cols., 2009) Sin embargo, una
advertencia potencial es que el proceso de remielinizacién podria hacer a los

axones, temporalmente, mas vulnerables a la degeneracion antes de que se consiga
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una proteccion mas duradera (Smith 2006). El problema potencial radica en el
hecho de que la remielinizaciéon restaura rapidamente la capacidad de los axones
para conducir los impulsos a altas frecuencias (Smith y cols.,, 1979), pero esta
capacidad avanza mas rapidamente que la capacidad del ax6n para hacer frente a
las demandas de energia asociadas con la eliminacion de la alta carga de sodio.
Este problema puede verse agravado por el aumento de canales de sodio, que se
produce durante la maduraciéon nodal y provoca que muchos nodos puedan ser
particularmente propensos a la acumulacion de sodio (Patrikios et al., 2006,
Coman y cols., 2006). Ademas, en contraste con los modelos experimentales en los
que los nodos pueden estar bien organizados en una o dos semanas, en las lesiones
de EM los nodos inmaduros parecen persistir durante periodos prolongados. En
consecuencia, el aumento del riesgo de degeneracion durante la remielinizacion en
los pacientes con la enfermedad no puede ser tan temporal como en modelos

experimentales.

La eficiencia de la remielinizacién disminuye con el aumento de la edad (Rist y
cols., 2008). Esta caracteristica de la remielinizacion tiene un profundo efecto en la
EM, pues a menudo la enfermedad dura varias décadas y se refleja tanto en los
hallazgos histopatolégicas con una disminucion en la remielinizaciéon con el
aumento de la duracion de la enfermedad (Goldschmidt y cols., 2009), como en las
evidencias clinicas pues la progresiéon de la enfermedad es edad dependiente y no
se ve influenciada por el curso inicial o por los sintomas de la enfermedad
(Confavreux y cols., 2006). Por consiguiente, a medida que los pacientes envejecen,
sus axones desmielinizados permanecerdn sin nuevas vainas de mielina por

periodos mas largos y seran mas susceptibles a la degeneracidon -una situacion
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agravada por el probable incremento de la vulnerabilidad axonal asociado a la

edad (Irvine y cols., 2006).
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6. EVOLUCION Y TRATAMIENTO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

6.1. Historia natural

La interaccion entre discapacidad y brotes define el curso clinico de la EM. En un
90% de los pacientes con EM el comienzo de la enfermedad se caracteriza por la
presencia de brotes, con o sin secuela posterior, pero sin progresién de la
discapacidad en los periodos libres de recurrencias (EM remitente - recidivante).
Tras un numero variable de afios (15-20 afios de evolucion) el 50 - 60% de los
pacientes que debutaron con brotes presentan una progresion de la discapacidad
de forma independiente a la presencia o ausencia de brotes (EM secundariamente
progresiva). Un 10% de los pacientes presenta desde el inicio un incremento
progresivo e irreversible de la discapacidad, intercalando o no brotes
(primariamente progresiva (PP) o progresiva recurrente (PR) respectivamente)

(Lublin y Reingold, 1996).

El tiempo medio que trascurre desde el inicio de la EM hasta la pérdida de la
autonomia para deambular se sitiia sobre los 20 afios de evolucion en las formas
RR y sobre los 7 afios en las formas PP (Pittock y cols., 2004; Tremlett y cols., 2005;
Tremlett y cols., 2006). No obstante, una vez se inicia la progresion, ésta parece
que avanza a velocidad semejante en los dos grupos de pacientes (Confavreux y
Vukusic, 2006) con un pobre prondstico en ambos grupos. La acumulacion de la
discapacidad en la EM es un proceso de dos etapas, que comprende una fase
precoz de acumulacién de discapacidad hasta un nivel de discapacidad moderada

(Kurtzke 1983) (EDSS 3,0-4,0, dependiendo del estudio), en el que la secuela tras
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un brote podria participar del grado de discapacidad y una fase tardia mas alla de
este punto de referencia en el que la velocidad de progresion podria ser
independiente de la presencia de brotes superimpuestos (Confavreux y cols., 2000,

Leray y cols., 2010, Scalfari y cols., 2010, Confavreux y cols., 2003)
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De entre todos los factores que en algin momento se han relacionado de forma
negativa con el prondstico a medio-largo plazo de la EM, parece que una mayor
edad al inicio, la ausencia de recuperacion completa tras un primer brote y un
mayor numero de brotes durante los dos primeros afios de la enfermedad son los
mas claros (Riise y cols., 1992; Runmarker y Andersen, 1993, Amato y Ponziani,
2000, Ebers, 2005; Rovaris y cols., 2006). Estudios recientes defienden la
importancia de la edad en el inicio de la progresion de la discapacidad. Asi, parece
que la edad en la que formas RR se tornan en SP se asemejaria a la edad de inicio

de las formas PP (Confavreux y cols., 2000).

Los criterios diagnosticos actuales permiten establecer o aproximar el diagnostico
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de EM de forma precoz, tras un unico brote de la enfermedad (McDonald y cols.,
2001; Polman y cols., 2005, Polman y cols., 2011). Esto nos ha permitido estudiar
por un lado el riesgo de desarrollar un segundo brote (O’Riordan y cols. 1998;
Tintoré y cols., 2001; Swanton y cols., 2006; Miller y cols., 2005a ; Miller y cols.,
2005b; Masjuan y cols., 2006; Korteweg y cols., 2006) y adicionalmente predecir el

grado de discapacidad futura (Brex y cols., 2002, Tintoré y cols., 2006)

6.2. Modificadores de la historia natural

Hasta la fecha existen varios tratamientos aprobados por la Agencia Europea del
Medicamento (EMEA) que han demostrado su eficacia en la EM: El IFN-B1-b
(Interferon Beta 1-b Study Group, 1995), IFN- 1-a subcutdneo (PRISMS study,
1998), IFN-B 1-a intramuscular (Jacobs y cols.,, 1996) y acetato de glatiramero
(Johnson y cols., 1995) como tratamientos de primera linea, y la mitoxantrona
(Edan y cols., 1997; Hartung y cols., 2002) como farmaco de rescate. La experiencia
a largo plazo con estos farmacos habla de su seguridad, combinado con una
eficacia, en términos de reduccion de los brotes, de alrededor de 30% (Paty y cols.,
1993, IFNB Multiple Sclerosis Study Group., 1993, Jacobs y cols., 1996, PRISMS
study, 1998). Estos beneficios han de ser sopesado, sin embargo, frente a la

necesidad de inyecciones regulares.

En junio del 2006 la EMEA autoriz6 el uso del natalizumab en monoterapia, un
anticuerpo monoclonal anti VLA-4 (Polman y cols., 2006) como farmaco de 22 linea
en pacientes con EM RR refractarios a inmumoduladores o con formas agresivas

de la enfermedad y posteriormente en Marzo del 2011 se autoriza al agonista de
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los receptores de esfingosina Fingolimod (Gilenya) con las mismas indicaciones. El
Natalizumab, un anticuerpo monoclonal dirigido contra a4-integrina, impide la
invasion del SNC por las células inmunes y reduce la frecuencia de los brotes y la
formacién de lesiones en RM en pacientes con EMRR. Sin embargo, el riesgo de
leucoencefalopatia multifocal progresiva limita su wuso. El fingolimod, un
modulador del receptor de esfingosina-1-fosfato oral (Kappos y cols., 2006) , ha
demostrado una eficacia superior en comparacion con el placebo y con dosis baja
de IFN-B1a en los estudios de fase III, con una profunda supresion de la actividad
inflamatoria (tanto en términos de lesiones de RM y brotes) y los efectos sobre la
atrofia cerebral y la progresion de la discapacidad (Kappos y cols., 2010, Cohen y
cols., 2010). Debido a su perfil de seguridad, sin embargo, los pacientes que
reciben la primera dosis de fingolimod requieren supervisién y también durante el
curso del tratamiento (Visser y cols., 2012, Bourdette y cols., 2012). Dos nuevos
farmacos orales, la teriflunomida (O'Connor y cols., 2006, . O'Connor y cols., 2011)
y el dimetil fumarato (Gold y cols., 2012, Fox y cols., 2012) han sido recientemente

aprobado en los EE.UU (FDA) para el tratamiento de pacientes con EMRR.

Aun ignoramos el efecto de estos tratamientos sobre la discapacidad a largo plazo,
pero su utilidad en la fase mas activa de la enfermedad esta refrendada por
numerosos trabajos. En los préximos afios dispondremos de una gran cantidad de
moléculas, con mecanismos de accion mas dirigidos, actualmente en ensayo (fase
de seguimiento). En este grupo destacan los anticuerpos monoclonales que actian
en la sinapsis inmunoldgica contra moléculas especificas. Aqui destacan entre
otros, el anticuerpo anti CD 25 (Bielekova y cols., 2004), anticuerpo anti CD52

(Paolillo y cols., 1999).
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Se encuentran en experimentacién otros con enfoques terapéuticos
completamente diferentes, como el transplante de progenitores hematopoyéticos
(Saccardi y cols., 2005), trasplante de células madres mesenquimales (Izquierdo y
Fernandez, 2012). Estos farmacos actiian en puntos muy dispares, pero con un
objetivo comun: frenar los mecanismos inflamatorios que conducen parcial o

totalmente a la desmielinizacion y dafio axonal.

La neuroproteccion es también un area en investigacion. Aunque los propios
inmunomoduladores podrian estar provistos de esta capacidad (Biernacki y cols.,
2005; Ziemssen y cols., 2005), cada vez se proponen moléculas mas especificas
neutralizantes de las sustancias capaces de ocasionar directamente lesidon axonal,
como los inhibidores del 6xido nitrico (Encinas y cols., 2005) bloqueadores de los
canales de calcio (Brand-Schieber y Werner, 2004) y diversos antioxidantes como

las metalotioneinas (Penkowa y cols., 2003) y las estatinas (Endres, 2006).

Aunque como se ha comentado previamente, la remielinizaciéon es un hecho que
puede suceder espontaneamente, también se investiga en este campo con la
intencién de poder potenciarla. Existen diferentes ensayos clinicos en marcha

sobre este aspecto.
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7. RESONANCIA MAGNETICA EN LA ESCLEROSIS MULTIPLE.

Desde la década de los 80 la RM ha desempefiado un papel incuestionable en el
diagnostico de la EM. Hoy dia es la exploracion paraclinica por excelencia que, de
forma sencilla y reproducible, mejor nos informa sobre el dinamismo de la

enfermedad.

7.1. Relevancia de la resonancia magnética convencional.

En los ultimos afios hemos asistido a la rapida evolucidn conceptual que ha sufrido
la RM. Esto nos ha permitido establecer el diagndstico de la EM tras un tnico brote
(McDonald y cols., 2001; Polman y cols., 2005, Polman y cols., 2011), conocer
mejor el sustrato patoldgico de las lesiones (Pike y cols., 1999; Barkhof y van
Walderveen, 1999) y de la sustancia blanca y gris de apariencia normal (Chard y
cols., 2002; Dehmeshki y cols., 2003; Miller y cols., 2003), aproximar un pronoéstico
en los momentos iniciales de la enfermedad (Dalton y cols., 2002; Tintoré y cols.,
2003, Korteweg y col, 2006; Tintoré y cols., 2006) y monitorizar la eficacia de

terapias (Bakshi y cols., 2005).

El enfoque mas pragmatico de la RM se centra en el uso de técnicas convencionales
(secuencias potenciadas en T2 /Densidad proténicay T1 con y sin gadolinio), ttiles
para el diagnoéstico y para caracterizar solo parcialmente la naturaleza y grado de

la lesion.

Sin embargo, la enorme heterogeneidad del sustrato patologico de las lesiones, con
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diferentes grados de desestructuracidon tisular y la coexistencia de distintos
procesos neuropatolégicos, como la inflamacién-desmielinizacién y el dafio
axonal-gliosis, podria ser la responsable de la escasa correlacion entre los
parametros radiologicos y las medidas clinicas utilizadas en la practica diaria
(Filippi y cols., 1998; Zivadinov y Leist, 2005). Esto ha llevado a usar cada vez mas
técnicas no convencionales como la transferencia de magnetizacion y
espectroscopia por RM, para suplir las deficiencias de las primeras (Barkhofy cols.,

1999; Filippiy cols., 2002).

7.2. Espectroscopia por resonancia magnética de proton (ERM-H1)

La espectroscopia por resonancia magnética (ERM) es una técnica que aprovecha
el comportamiento de sustancias enddgenas en un campo magnético para medir
los procesos bioldgicos subyacentes extendiendo el campo de la imagen por RM al

analisis bioquimico de los tejidos in vivo.

Permite estudiar las variaciones de la frecuencia de resonancia en funcion del
nucleo, basicamente hidrégeno-1 o fésforo-31, y para un mismo ntcleo en funcién
de la molécula de la que forme parte. El nucleo de hidrogeno-1 (H1) es el mas
sensible y mas ampliamente distribuido en todos los tejidos, y actualmente es el
mas estudiado, sobre todo en neurologia. Los nucleos de un nimero de atomos
determinado son excitados por el campo magnético. Cuando la energia de esos
nucleos vuelve al estado de la linea basal se puede medir una rubrica de frecuencia

particular para cada nucleo. Esquematicamente podemos decir que la magnitud de
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cada pico en esta rubrica de frecuencia corresponde a la concentracién de un

atomo en particular en la region encefalica bajo evaluacion.

Los diferentes metabolitos nos aportan informacion especifica estructural del
tejido y nos ofrecen informacion del tipo de alteracién que subyace. En nuestro
campo los de mayor utilidad son los grupos N- acetil, la creatina y fosfocreatina, la

colina y el lactato:

e Grupo N-Acetil. Es la resonancia mas intensa en personas sanas, principalmente
compuesta por N-acetil-aspartato (NAA) y en menor proporcién por el N-
acetilaspartilglutamato. El NAA es una sustancia derivada de un aminoacido,
sintetizado en las neuronas, principalmente en las mitocondrias (Bates et al, 1996;
Moffett et al, 2007; Patel y Clark, 1979), y es transportado hacia los axones y
resuena principalmente a 2,02 ppm. Se piensa que es un marcador especifico de
neuronas, axones y dendritas al estar presente practicamente de manera especifica
en neuronas de cerebros adultos (Simmons y cols., 1991; Trapp y cols., 1998).
Sobre esta base, una concentracion reducida de NAA se interpreta generalmente
como la disfunciéon y / o pérdida neuronal / axonal. Esto ha sido confirmado por
1H-MRS y por estudios histoldgicos (Bitsch y cols., 1999). Ademas, el NAA es un
muy buen marcador de la funciéon / disfuncién mitocondrial, y por lo tanto las

fluctuaciones de sus valores podrian ser secudarios a fallos de esta organela.

* Derivados de la colina (Cho). Es la segunda resonancia mas intensa en personas
sanas. Las sefiales de Cho en 3,2 ppm tienen contribuciones de multiples moléculas

que incluyen fosforilcolina, glicerofosforilcolina y plasmalégeno colina y una

44



contribucién muy pequeiia de la acetilcolina y colina (Frahm y cols., 1997). El pico
de Cho parece reflejar el metabolismo celular de la membrana (Narayana y cols.,
2005). También, la concentracion elevada de Cho representa una renovacion de la
membrana de las células aumentada como se ve en la desmielinizacién, la
remielinizacion, la inflamacion y gliosis en los pacientes con EM (Narayana y cols.,

2005).

e (Creatina y fosfocreatina (Cr). Es uno de los compuestos basicos en el
metabolismo del cerebro, y su concentracion suele ser constante o poco variable
(De Stefano y col,, 1995; Cucurrella y cols., 2002). Su descenso puede relacionarse
con una disminucion del metabolismo energético y su incremento con la presencia

de gliosis.

e Lactato (Lac). El Lac es visto como un doblete que resuena a 1.33 ppm. Es el
producto final de la glicélisis anaerdbica y no se observa comunmente en el
cerebro normal. Esta aumentado en las lesiones agudas y se relaciona con la

activacion de macrofagos después de la ruptura de membrana.

e Mio inositol (ml). El mI exhibe dos resonancias, a 3,5 ppm y 4,06 ppm. Debido a
su proximidad a la resonancia del agua de los tejidos, la amplitud del pico de 4,06
ppm se ve afectada por el grado de supresion de agua y no se considera que es un
indicador fiable de la concentracion de ml. El mlI parece ser especifico de la glia y
no se encuentra en neuronas (Brand y cols., 1993). También el ml es un precursor
de los constituyentes de la membrana de fosfolipidos, y su concentracion se ve

afectada por la formacion y descomposicion de la mielina.
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e Otros. En general, el Glutamato (Glu) y la Glutamina (GIn) no han sido resueltos
bien, incluso con un RM de 3,0 T y la combinacién de las resonancias de estos dos
se conoce comunmente como GLX. La resonancias de Glx aparecen entre 2,1y 2,4
ppm. Mientras que algunos estudios se han centrado en la evaluacion de los niveles
totales de Glu y GIn en condiciones patoldgicas, otros estudios han empleado
meétodos de edicidon espectrales para resolver la resonancia Glu. Srinivasan et al
(Srinivasan y cols., 2005) han demostrado concentraciones elevadas de Glu en
lesiones agudas y en la Sustancia Blanca Aparentemente Normal (SBAN) sin
elevacion significativa en las lesiones cronicas en los pacientes con EM. Estos
hallazgos sugieren que la excitotoxicidad mediada por glutamato juega un papel
mas importante en aguda que en estadios cronicos de la EM. Un analisis de
asociaciéon de todo el genoma reciente en pacientes con EM encontr6 una
asociacién significativa entre los genes con alta relevancia en la biologia del
glutamato y los niveles de glutamato en el cerebro y el grado de

neurodegeneracion tras 1 afio de seguimiento (Baranzini et al, 2010).

Los lipidos junto con otras macromoléculas (referido como lipidos por brevedad)
aparecen como picos anchos y resuenan entre 0,8 y 1,5 ppm. En los tejidos sanos,
deberia haber unos picos de lipidos muy débiles en el espectro a no ser que
estuviera contaminado por la grasa subcutanea de los tejidos no neurales. Estos
picos se han reportado en la EM y se cree que representa la desmielinizacién /

remielinizacion (Narayana y cols., 1998).

7.2.1. Aplicacion de ERM a EM: Lesiones
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Las lesiones crénicas presentan una reduccion de los niveles de NAA, que indica
pérdida neuronal / axonal. Esto es particularmente cierto en aquellas lesiones que
también aparecen hipointensa en las imagenes potenciadas en T1 (también
conocidas cominmente como "agujeros negros" (Adams y cols., 1999)). También,
se observaron en estas lesiones mayores niveles de Cr y Cho, lo que sugiere (a)
gliosis en curso y la remielinizacion en las lesiones isointensas en imagenes de RM
ponderadas en T1 y (b) recambio de membrana (de y re mielinizacién) (He y cols.,

2005).

Las lesiones agudas muestran una amplia gama de anormalidades en ERM. Entre
las que se incluyen la reduccion de NAA, lo cual podria ser el resultado de la
pérdida axonal o reflejar disfuncion axonal reversible debido a deterioro funcional,
aumento de Cho y la presencia de lipidos colina y del lactato, que reflejan la
liberacion de fosfolipidos de la membrana y el metabolismo de las células
inflamatorias (Narayana y cols., 1998, Arnold y cols., 2000, Wolinsky y cols., 1990,

Larsson y cols., 1991, Davie y cols., 1994).

7.2.2. Aplicacion de ERM a EM: Sustancia blanca de apariencia normal

Ahora se acepta que en pacientes con EM "~ la sustancia blanca aparentemente
normal ", que parece normal tanto macroscoépicamente como con RM convencional
en realidad no es normal. En efecto, en la SBAN se han visto anormalidades
histopatologicas tales como la pérdida axonal (Ganter et al, 1999;. Evangelou et al,

2000, 2001; Lovas et al, 2000; Bjartmar et al, 2001) y la proliferaciéon de los
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astrocitos (Allen y McKeown, 1979; Allen et al, 1981). Por otra parte, a pesar de
que no son normalmente visibles en la RM convencional (Kidd et al, 1999; Geurts
et al, 20054, b; Peterson y Trapp, 2005), las lesiones corticales son en realidad muy
comunes y se ha demostrado que la demielinizacién y la pérdida axonal se
producen en la sustancia gris de los pacientes con EM (Peterson et al, 2001; Bo et

al, 2003; Geurts et al, 2005a; Peterson y Trapp, 2005.).

Los resultados de una variedad de técnicas de resonancia magnética no
convencionales han apoyado la idea de que el SBAN de los pacientes con EM es, de
hecho, anormal (Filippi et al, 1999;. Wolinsky y Narayana, 2002 ; Caramanos et al,
2003). Por ejemplo, los estudios utilizando espectroscopia de resonancia
magnética de protones (ERM) han proporcionado pruebas de cambios en la SBAN

estos pacientes (Matthews et al, 1998;. Arnold, 1999; Wolinsky y Narayana, 2002).

7.2.3. Aplicacion de ERM a EM: Sustancia Gris Cortical (SGC)

En pacientes con EMRR precoces (Chard y cols, 2002) se ha descrito una
reduccion estadisticamente significativa de la NAA, Cho y GLX. La reduccién de
NAA en SGC sugirié una disfuncion o pérdida neuronal leve pero generalizada,
desde el principio de la enfermedad (Kapeller y cols., 2001). Los déficits de NAA en
la SGC fueron encontrados en la forma progresiva de la enfermedad, la cual, sin
embargo, no se correlacion6 significativamente con EDSS lo que sugiere que el
proceso patologico en la EM se extiende hacia la SGC, en particular en la forma

progresiva de la enfermedad (Adalsteinsson y cols., 2003).
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7.2.4. Conclusiones.

La ERM ha demostrado poder suplir parte de las deficiencias de la RM habitual
gracias basicamente a dos particularidades: permite demostrar una alteracion
tisular del parénquima cerebral en regiones de apariencia normal (Davie y cols.,
1997, Fu y cols., 1998; Leary y cols., 1999; Sarchielli y cols.,1999; Casanova y cols.,
2003) y nos informa cualitativamente del sustrato patolégico que acontece en la

region (Barkhof y van Walderveen, 1999; Rovaris y Filippi, 2002).

En la actualidad, la ERM- H1 es una técnica limitada a la investigacidn, y atin no se
incluye como herramienta en la practica diaria. Sin embargo, hoy dia que parte del
esfuerzo se centra en la elaboracion de tratamientos neuroprotectores, es probable
que estas técnicas sean necesarias en la monitorizacidn de la eficacia de los nuevos

farmacos (Schuberty cols., 2002).
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II. Mecanismos de neurodegeneracion

50



1. INTRODUCCION.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la neurodegeneracion en la EM
progresiva. Diversos estudios no han podido demostrar una correlacién entre las
lesiones en la sustancia blanca y la atrofia cerebral (Evangelou y cols., 2006,
Kutzelnigg y cols., 2005) lo que sugiere que estas lesiones no son los unicos
elementos que tiene una funcién en la pérdida del volumen tisular que se produce

con la progresion de la enfermedad.

Sin embargo, una vez que se alcanza un cierto umbral de dafio axonal en las placas
o0 en la sustancia blanca y gris de aspecto normal, incluso un dafio axonal leve dara
lugar al deterioro de los sintomas neurolégicos del paciente, debido al agotamiento

de los mecanismos compensatorios (Bjartmar y cols., 2003).

Esto se agrava con el fallo progresivo de los mecanismos de remielinizacion que,
como hemos visto, ocurre con el paso del tiempo en los pacientes con EM. En la
mayoria de las lesiones de la EM, en particular las surgidas en los estadios
progresivos, la remielinizaciéon es escasa, a pesar de la presencia de axones y

células progenitoras de oligodendrocitos en al menos un subgrupo de placas.

51



2. DEGENERACION AXONAL EN LAS LESIONES INFLAMATORIAS AGUDAS.

Existen dos tipos diferentes de inflamacion dentro de las placas activas: la
respuesta inicial, consistente principalmente de células T CD8 + y abundante la
activacion microglial y una secundaria con mas reclutamiento de células T, células

B y macrofagos como consecuencia de la destruccion de la mielina.

2.1. Activacion microglial

Las microglias del sistema nervioso central son vigilantes dinamicas de la
integridad del parénquima cerebral y reaccionan rapidamente a las amenazas
potenciales mediante la encapsulacidn de los focos peligrosos, la eliminacién de las
células apoptéticas y ayuda con la regeneraciéon de tejidos en la desmielinizacion
inducida por toxinas [Nimmerjahn y cols., 2005, Remington y cols., 2007]. En el
contexto de una inflamaciéon no autoinmune asociado a patogenos, la microglia

protege el compartimento neuronal [Trapp y cols., 2007].

En la EMRR, asi como en la EM progresiva, el dafio tisular activo se asocia
con la activacion de la microglia (Prineas y cols., 2001). La microglia activada y los
nodulos microgliales se ven invariablemente en la sustancia blanca de apariencia
normal de los pacientes con EM progresiva (De Groot, y cols., 2001). Sin embargo,
la activacién microglial también se observa en muchas otras enfermedades
neuroinflamatorias o neurodegenerativas, en ausencia de cambios patologicos que
se asemejen a los de la EM, tales como demieliniizacion selectiva primaria (Czeh y

cols, 2011). Por lo tanto, la activacion microglial podria contribuir a la
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neurodegeneracion en la EM, pero se requieren mecanismos adicionales para
desencadenar los patrones de dafio tisular que son especificos de la EM. En la EM,
la microglia y los macréfagos se convierten en un fenotipo celular fuertemente
pro-inflamatorio y pueden potenciar el dafio neuronal mediante la liberacion de
citoquinas proinflamatorias (es decir, el TNF-o, IL-1(3, IL-6) y moléculas
proinflamatorias tales como el 6xido nitrico, proteolitica enzimas y los radicales
libres [Ransohoff y cols., 2009, Vogt y cols., 2009, Hohlfeld y cols., 1997]. Este
estallido oxidativo de la microglia activada parece tener un papel importante en la
induccién de desmielinizacion y dafio axonal progresivo en las lesiones de EM. Por
otra parte, la microglia también podria tener funciones neuroprotectores en
funcién de los factores desencadenantes de la activacién, y podria estimular la
remielinizacion través de la eliminacion del tejido dafado y la secrecion de

moléculas neurotroéficas (Czeh y cols., 2011).

2.2. Linfocitos T CD8 +

Se han encontrado Linfocitos T CD8 + clonalmente expandidos dentro de las
lesiones de EM, asi como en el liquido cefalorraquideo de los pacientes con
esclerosis multiple [Babbe y cols., 2000, Jacobseny cols., 2002]. Sin embargo, la
importancia de estas células T CD8 + en la patogénesis de la EM es controvertida
ya que existe la evidencia de que por una parte tienen una funcién supresora que
inhibe a los linfocitos T CD4 + autorreactivos patologicos [Hu y cols., 2004, Lu y
cols., 2007, Jiang y cols., 2003] y por otra juegan un papel en el dafio axonal pues se
ha visto una correlacién significativa entre el grado de dafio axonal y el nimero de

linfocitos T CD8 + [Kuhlmann y cols., 2002, Bitsch y cols., 2000]. De acuerdo con
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esto ultimo, se encontraron Linfocitos T CD8 + que inducian la muerte neuronal en
cultivos de neuronas y en cortes de hipocampo [Meuth y cols., 2009, Medana y
cols., 2000]. Ademas, se han descrito la transeccion de neuritas por células T CD8 +
[Medana y cols., 2001], un proceso que también puede contribuir a la patologia en

la enfermedad humana.

2.3. Linfocitos T CD4 +

Las evidencias actuales siguen favoreciendo a los linfocitos T CD4 + reactivas como
el componente mas importante en la induccién de una respuesta autoinmune
contra la vaina de mielina. Sin embargo, la contribucién de los linfocitos T CD4 + a
la neurodegeneracidn es cuestion de debate. Surgen dudas dertivadas del hecho de
que los linfocitos T CD4 + parecen ser bastante raros en las lesiones de pacientes
con EM - al menos en las etapas tardias de la enfermedad - y que los tratamientos
con anticuerpos dirigidos contra las células T y su diferenciacion no mostraron
eficacia terapéutica en los pacientes con EM [Segal y cols., 2008]. Sin embargo, el
riesgo genético de la EM y la EAE es conferido por alelos de MHC clase II y por
otros genes implicados en la expresion fenotipica de linfocitos T, tanto en humanos
como en el modelo murino de la enfermedad [Oksenberg y cols., 2004, Mangalam y
cols., 2009]. Recientes avances en la visualizacion de tejidos, han permitido
investigar in vivo y en microambientes organotipicos las interacciones entre las
neuronas y las células inmunes. Estos han revelado que los linfocitos T CD4 +
encefalitogénicos poseen marcadas capacidades migratorias dentro del
parénquima del SNC e interactian directamente con el soma y las dendritas de las

neuronas, lo que conduce parcialmente a la muerte celular [Nitsch y cols., 2004].
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2.4. Foliculos de células B meningeos.

Teniendo en cuenta la presencia de bandas oligoclonales y el aumento de IgG que
caracteriza el LCR de los pacientes con esclerosis multiple (Kabat y cols., 1948) y la
eficacia de los anticuerpos anti-CD20, tales como rituximab, en la disminucién de la
tasa de brotes (Hauser y cols., 2008), se reconoce que los linfocitos B y las células
plasmaticas podrian desempefiar un importante papel en la patologia de la EM.
Estructuras similares a foliculo linfoides ectdpicos se han descrito en las meninges
de los pacientes EMSP (Serafini y cols., 2004). Estas estructuras contienen células
B sugestivas de centros germinales, asi como células plasmaticas, células T y
células dendriticas. Curiosamente, en la corteza subpial cerca de los foliculos
meningeos hay un gradiente de empeoramiento neuronal y de pérdida axonal,
sugiriendo que puede haber un elemento citotoxico humoral parcialmente
responsable de la desmielinizacién cortical observado en la patologia de la
sustancia gris (Magliozzi y cols., 2007, Androdias y cols., 2010, Magliozzi y cols.,

2010).

Mientras que la formacion y la persistencia de los foliculos linfoides sugieren la
presencia de antigenos para producir la inflamacién existente y la respuesta
humoral, la identidad del antigeno o agente infeccioso que esta impulsando este
proceso nos es desconocida. Los datos epidemioldgicos y una mayor reactividad
inmune especifica al EBV en pacientes con EM sugieren que este virus podria jugar
un papel en el estimulo del sistema inmune (Willis y cols., 2009, Thacker y cols.,

2006, Lassmann y cols., 2011, Lunemann y cols., 2006, Lunemann y cols., 2008).
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Ademas, parece que hay una conectividad significativa entre las poblaciones de
células inmunes presentes en el LCR y en el SNC - especificamente, ciertas células
B expandidas clonalmente han sido identificados en el parénquima cerebral,
foliculos meningeos y LCR (Lovato y cols., 2011) y ademas, estas células B son las
responsables de la produccidn intratecal de inmunoglobulinas (Obermeier y cols.,
2011). Sin embargo, las bandas oligoclonales persisten con tratamiento con los
anticuerpos monoclonal anti-CD20 a pesar del agotamiento de las células B en el
suero y en el LCR, lo que indica que las células plasmaticas maduras no se ven

afectados por estos tratamientos anti-células B (Piccio y cols., 2010).

2.5. Paradigma para la patogénesis de células Th17.

En la actualidad se tiene la hipotesis de que las células Th17 pro-inflamatorias
estan también involucrados en la iniciacién de la patogénesis de la enfermedad,

pues las células Th17 acceden precozmente en el SNC (Steinman y cols., 2007).

Las células inmunes podrian entrar en el sistema nervioso central, para vigilar, a
través del plexo coroideo. Investigaciones utilizando un modelo de encefalitis
alérgica experimental (EAE) describen una entrada de células Th17 a través del
plexo coroideo en el inicio de la enfermedad a través del eje CCR6 - CCL20 (con
CCR6 expresado en células Th17 y CCL20 expresadas en el epitelio del plexo
coroideo) (Reboldi y cols., 2009). Si este modelo fuera aplicable a la enfermedad
humana, podriamos especular que en el contexto de una regulaciéon inmune

defectuosa las células Th17 autorreactivas activadas periféricamente se podrian
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unir a moléculas de adhesion y receptores de quimioquinas expresadas en el plexo

coroideo y migrar a través de la BHE al LCR de los ventriculos.

Una vez dentro de los ventriculos, las células podrian penetrar en el parénquima
periventricular o continuar circulando hasta que acceden a la corteza pia y subpial.
Las citocinas IL-17 e IL-22 liberadas por las células Th17 aumentan la
permeabilidad de la BHE e inician una cascada de penetracion de celulas inmunes
por las células Th17 auto-reactivos (Kebir y cols., 2007), asi como Th1l (IFN-y
secretora), células T y§, células CD8 + citotdxica, células B y células plasmaticas
secretoras de inmunoglobulina, que luego podrian formar infiltrados

perivasculares.

Por lo tanto, podemos plantear un modelo de dos etapas de la enfermedad para la
EM, que puede ser similar a la diabetes en ratones NOD, en el que periinsulitis
precede a la invasidn inflamatoria de la insula (Toyoda y cols., 1998). En primer
lugar, las células Th17 autorreactivas podria ser atraidas y migrar a través del
plexo coroideo para acceder al LCR y el SNC periventriculares y sub-pial. En
segundo lugar, las células Th17, que han invadido el SNC, aumentan permeabilidad
de la BHE por la liberacién de citoquinas y inician una cascada patolédgica de

inflamacion que se correlaciona con una exacerbacion clinica.

2.6. Hipotesis del Daiio por estrés oxidativo

Durante el ataque inflamatorio agudo en la EM, las células T activadas inician la

cascada pro-inflamatoria en respuesta a encontrarse con un antigeno. Esta
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respuesta produce interferén gamma, que induce a los macréfagos a producir
niveles elevados de 6xido nitrico (NO) por la regulacion al alza de la 6xido nitrico
sintetasa (NOS2) (Bogdan y cols., 2001) que esta elevada tanto en las lesiones
activas como en la sustancia blanca de apariencia normal (Broholm et al, 2004). En
la inmunotincidn, las células NOS2-positivas parecen ser en su mayor parte los

astrocitos.

El aumento de NO inhibe la respiracion mitocondrial y reduce la sintesis de
Adenosina Tri Fosfato (ATP) (Brown y cols., 2001). EI mecanismo por el que NO
inhibe la respiraciéon mitocondrial implica a la citocromo C oxidasa, el miembro
terminal de la cadena de transporte de electrones situado en la membrana
mitocondrial interna (complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial). La
Citocromo C oxidasa tiene un dominio de union para el 02 y cataliza la oxidacion
del citocromo C y la reduccion de 02 al agua. A niveles elevados, NO puede
sustituir al O2 en su sitio de unién, bloqueando el flujo de electrones, y alterando la
respiracion mitocondrial (Cletter y cols., 1994). Debido a que el bombeo de
protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana esta acoplado al
flujo de electrones, la sintesis de ATP se ve obstaculizada (Brown y cols., 2001).
Una produccion de ATP inadecuada impide a la bomba de ATPasa trabajar
correctamente y los efectos posteriores son perjudiciales para la supervivencia
celular. El aumento de la expresion y la actividad de la citocromo C oxidasa,
observado en las lesiones créonicas y de aspecto normal materia blanca de sujetos
con EM, pueden representar un mecanismo de compensacion para superar la

ocupacion por parte del NO de la enzima (Mahad et al, 2009; Witte et al, 2009).
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Ademas de la inhibicién de la fosforilacidn oxidativa, el NO también puede afectar a
la funcién mitocondrial, aumentando la produccién de radicales libres. Por un lado,
la interrupcién de la transferencia de electrones en la Citocromo C Oxidasa por el
NO aumenta de manera significativa las fugas de electrones desde el sistema
respiratorio lo que provoca unos niveles elevados de superoxido. Los niveles de
superoxido estan generalmente regulados por los sistemas antioxidantes, que
convierten al superoxido en peroxido de hidrégeno, y posteriormente, oxigeno y
agua. Los Superéxidos que evaden esta conversion puede causar un dafio celular
importante. También se pueden combinar con el NO para formar peroxinitrito
altamente toxico (ONOO-), que puede reaccionar con lipidos, proteinas, ADN, e
hidratos de carbono e inactivarlos. El peroxinitrito también tiene un profundo
efecto sobre la funcidon mitocondrial, incrementando la peroxidacion de los lipidos
de la membrana mitocondrial, lo que altera casi todos los componentes de la
cadena de transporte de electrones, abriendo el poro de transicion de
permeabilidad, e induciendo la liberacion de citocromo C desde el espacio
intermembrana lo que conduce a la apoptosis. Curiosamente, el peroxinitrito esta
presente en las lesiones inflamatorias agudas, pero esta ausente en las lesiones
cronicas no inflamatorias [Cross y cols., 1998]. Esto sugiere que el peroxinitrito
juega un papel mas importante en el dafio axonal durante los ataques de EM
inflamatorios agudos. Los radicales libres también interfieren con la sintesis de
novo de componentes de la cadena respiratoria y pueden inducir directamente el

dafio del ADN mitocondrial.

En la EM hay un aumento de la produccion radicales libres, no s6lo en las lesiones

(Langemann et al, 1992), sino también en la sustancia blanca de apariencia normal
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(Graumann et al, 2003). Los radicales libres podria causar también la modificacion
postraduccional de la Creatinina Fosfo Kinasa (CPK-BB), especialmente por la
oxidacion de los grupos tiol de su estructura (Wolosker et al, 1996). La CPK-BB,
que en la sustancia blanca parece estar presente exclusivamente en astrocitos en
tanto la rata y como en el cerebro humano, cataliza la transferencia reversible de
un grupo de fosforo desde la Fosfo creatina (Pcr) al ADP, generando ATP a un
ritmo mucho mas rapido que la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa (Brosnan y
Brosnan, 2007). La modificacion oxidativa de la enzima podria contribuir a la
disminucién de actividad de la CPK-BB en la corteza cerebral en varias
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer
(Aksenov y col, 2000; Aksenov y col, 1999). La evidencia mostrada por tres
estudios independientes indican que los niveles de Fosfo creatina (PCr) en la
sustancia blanca aparentemente normal de los pacientes con EM estan elevados, lo
que sugiere que esta fuente de energia no se utiliza correctamente por la

disfuncién de la creatina quinasa mitocondrial.

El ADN y los lipidos oxidados, asi como la nitrotirosina, un marcador de dafio
tisular inducida por peroxinitrito, estan presente de manera abundante en las
lesiones activas (Van Horssen y cols., 2008, Van Horssen y cols., 2011) y la
presencia de ADN y lipidos oxidados en oligodendrocitos apoptoticos y axones
distroficos apoya firmemente su contribucion a desmielinizacion y la
neurodegeneracion (Haider y cols., 2011). La presencia de estos signos de estrés
oxidativo en las lesiones de EM coincide con la regulacion al alza de las proteinas
implicadas en los mecanismos de defensa antioxidantes (van Horssen y cols.,

2010). El estrés oxidativo también podria promover la fosforilacién de la proteina
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tau axonal, que ha sido detectado en los axones en degeneracion (Anderson y cols.,
2008) y podria explicar los altos niveles de expresion de las moléculas asociadas
con el estrés del reticulo endoplasmico, tales como CHOP o BiP (Cunnea y cols.,

2011).

El dafio oxidativo esta claramente asociada con la inflamacién en las lesiones de
EMRR, pero también se manifiesta en las lesiones de EM progresiva, a pesar de los
bajos niveles de inflamacion. Estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo,
ademas, podria ser impulsado por otros factores que el proceso inflamatorio en la

etapa progresiva de la EM (Haider y cols., 2011).

2.7. Hipotesis del Daiio por Glutamato.

La excitotoxicidad debido a una elevada liberaciéon de glutamato también puede
alterar la funcion mitocondrial. El glutamato es un neurotransmisor excitador
esencial que actua sobre los receptores Acido propiénico amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA) situados en la membrana post-
sinaptica de las neuronas. Tras la unién y la activacién de estos receptores, unos
canales ionicos se abren permitiendo que diversos cationes tales como Na +, K +y
Ca2 + entren en la célula. Los niveles sinapticos de glutamato estan reguladas por
transportadores de glutamato presentes en los astrocitos, los oligodendrocitos y
microglia, que captan el glutamato liberado y lo convierten en glutamina. La
glutamina es transportada de nuevo a las neuronas y se regenera a glutamato por

la glutaminasa (Groom y cols., 2003).
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En comparacién con los controles sanos, los pacientes con EM tienen aumentado
los niveles de glutamato en toda la sustancia blanca de apariencia normal
(Srinivasan et al, 2005), y en el liquido cefalorraquideo (Sarchielli et al, 2003). La
excitotoxicidad por glutamato se produce cuando, en las sinapsis, existe una
liberacion elevada de glutamato, y / o una inadecuada recaptacion de este por los

transportadores en las células de apoyo.

Por una parte durante un brote de EM, se producen grandes cantidades de
glutamato por las células inmunes activadas, como los macréfagos y la microglia
(Groom y cols., 2003). Tambien en los axones existe liberacion de glutamato. Se
cree que la liberacidn de glutamato axonal representa un mecanismo generalizado
para sefializacidn de la actividad en el axon, en el interfaz axon - glia de la sustancia
blanca. El Glutamato en los axones de la sustancia blanca se almacena en vesiculas,
y la propagaciéon del potencial de accién a lo largo de estos axones produce una
rapida liberacion del glutamato de las vesiculas en el liquido extracelular por
exocitosis (Kukley et al, 2007; Ziskin et al, 2007). Los axones de la sustancia blanca
contienen canales de Ca2 + voltaje-dependientes y la maquinaria necesaria para la
exocitosis mediada por actividad de este tipo de vesiculas (Alix y Domingues,
2011). La importancia de esta liberacion de glutamato no esta clara. Tras la
estimulacién de los axones, se han registrado mediate tecnicas de patch clamp
potenciales parecidos a los sinapticos en la glia NG2Z + mediados estos por

receptores AMPA, (Kukley y col, 2007).

Por otra parte, también puede haber una disminuciéon en la expresion de los

recaptadores de glutamato en los oligodendrocitos y astrocitos de los alrededores,
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incrementando aun mas la gravedad de la excitotoxicidad. La actividad que mas
ATP consume en la parte final de los astrocitos durante electrogénesis axonal es
bomba Na + / K + -ATP. Se encarga de captar el K + liberado por los axones al
espacio extracelular después de cada despolarizacion, y reestablece el gradiente de
Na + necesario para la captacién de glutamato por el transportador astrocitico de
glutamato dependiente Na + (Anderson y Swanson, 2000; Danbolt, 2001). En la
sustancia blanca humana, el Transportador de amino acido Excitatorios 1 se
expresa en los oligodendrocitos y astrocitos, mientras que el Transportador de
aminodacidos excitatorios 2, que tiene un papel mas importante en la regulacion de
la concentracidn del glutamato extracelular, se encuentra localizado esencialmente
en los procesos de los astrocitos (Domercq y Matute , 1999; Vallejo-Illarramendi et
al, 2006). Estos transportadores mueven el glutamato a los astrocitos y los
oligodendrocitos en contra de un gradiente de concentracion acoplando el
transporte del glutamato al gradiente transmembrana de Na +, K +. Estos
gradientes se mantienen por la membrana de bomba Na + / K+ ATP, de tal manera
que la captacion de glutamato depende en ultima instancia de ATP. La reduccion
de la actividad de la bomba Na + / K +- ATP astrocitaria producira unas altas
concentraciones extracelulares de K + y a la reversion de la captacion de glutamato

por los transportadores de glutamato (Rose et al, 2009).

Este incremento en las concentraciones de Glutamato produce Ila
sobreestimulacion de receptores de glutamato a diversos niveles. Asi los axones
mielinizados centrales expresan receptores AMPA / kainato y los oligodendrocitos
expresan receptores AMPA / kainato y receptores N-metil-D-aspartate. El primer

tipo de receptores son permeables al Ca2 +, que sobreestimulados por el glutamato
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puede conducir a dafios de los axones, causada por un aumento de la afluencia de
Ca2 + (Ouardouz et al, 20094, b). El aumento en el CaZ + intracelular activa varias
enzimas, incluyendo las fosfolipasas, endonucleasas y proteasas, que dafian el
ADN, alteran el citoesqueleto, y alteran los lipidos de membrana [Gunter y cols.,
2004]. Los niveles elevados de CaZ intracelulares también alteran la dinamica
mitocondrial, promoviendo la entrada de Ca2 + a la matriz, abriendo los poro de
transicion de permeabilidad, y liberando citocromo C en el citosol. En el segundo
tipo de receptores se asocian con la activacion de la caspasa-3, fragmentacion de
ADN, la muerte celular apoptotica, y la desmielinizacion (Domercq y col, 2005;

Karadottir y Attwell , 2007, Salter y Fern, 2005; Xu et al, 2008).

2.8. Via de convergencia: dafio mitocondrial.

Es importante tener en cuenta que, si bien los mecanismos propuestos de dafio
axonal del NO y del glutamato son vias separadas y distintas, ambas convergen en

una via comun que es la disfunciéon mitocondrial.

Esta convergencia no es exclusiva de los ataques inflamatorios agudos de la EM,
sino que esta presente en las etapas progresivas independientes de la inflamacion
aguda, haciendo hincapié en la importancia de las mitocondrias en el

mantenimiento de la integridad axonal y la supervivencia.

La evidencia de dafio mitocondrial en las lesiones de EM se identifico
originalmente a partir de los analisis bioquimicos de la deteriorada actividad de la

NADH deshidrogenasa y aumento de la actividad del complejo IV en las
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mitocondrias de las lesiones (Lu y cols., 2000) y de perfiles de expresion génica de
tejido de la corteza motora (Dutta y cols., 2006). Posteriores estudios
inmunohistoquimicos de las proteinas de la cadena respiratoria revelaron un
profundo dafio mitocondrial, posiblemente reflejando mayor dafo oxidativo en las
areas de dano tisular precoz dentro de las lesiones activas de EM (Mahad y cols,,
2008). Ademas se ven dentro de los axones en las placas inactivas un aumento en
el contenido mitocondrial - que podria ser atribuible al incremento en el nimero
de mitocondriales o al volimen de una mitocondria en particular - y en la
actividad de las enzimas (Mahad y cols., 2009, Witte y cols., 2009). Este aumento
de la actividad mitocondrial se normaliza en parte en las fibras remielinizadas
(Zambonin y cols., 2011). Asi, cuando las lesiones estan inactivas, el aumento de la
demanda de energia de los axones desmielinizados produce un aumento
compensatorio en el contenido mitocondrial y en la funcién respiratoria de los
axones; sin embargo, este aumento de la demanda de energia es en parte invertido
cuando se produce la remielinizacion. Estos datos indican que el dafio tisular

activo en la EM est4 asociada con la lesion mitocondrial.
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3. DEGENERACION AXONAL DURANTE LAS ETAPAS PROGRESIVAS

INDEPENDIENTES DE INFLAMACION AGUDA.

3.1. La desmielinizacion cronica produce la sobrerregulacion y la

reorganizacion de los canales idnicos

En las etapas progresivas de la EM, hay menos ataques inflamatorios agudos en el
SNC, lo que sugiere que otros mecanismos estan implicados en la degeneracion
axonal. En esta etapa de la enfermedad, los medicamentos anti-inflamatorios
comunmente utilizados, tales como el interfer6n beta y acetato de glatiramero,
tener un efecto minimo en el retraso o la inhibicion de los sintomas

neurodegenerativos de la EM.

Uno de los principales cambios estructurales durante la fase progresiva de la EM es
la pérdida de la mielina. En un axén normal mielinizado, los canales de sodio
dependientes de voltaje estan concentrados en los nodos de Ranvier, y la vaina de
mielina aisla el axén internodal de modo que la corriente "salta" de nodo a nodo.
La pérdida de la mielina afecta en gran medida la eficacia de la propagacion del
accion potencial. En respuesta a la desmielinizacion, los canales de sodio se
redistribuyen a lo largo del ax6n y su sintesis esta aumentada, incluyendo tanto los
subtipos Navl.6 y Navl.2 [Craner y cols, 2004]. El subtipo Nav1l.6, que
normalmente se expresa en los nodos de Ranvier, tiende a producir corrientes mas
grandes y mas persistentes en comparacion con el subtipo de Navl.2, que se

expresa predominantemente en los axones premielinazados.

66



La reorganizacion de los canales de sodio voltaje dependientes y la regulacion
positiva de la expresion de los canales en los axones de mielina produce unas
necesidades de energia alteradas. La demanda de ATP excede la capacidad de
produccion de las mitocondrias existentes y las ATPasa Na + / K + cruciales para el
mantenimiento de los gradientes idnicos comienzan a fallar. Un exceso de iones Na
+ se acumula intracelularmente, y, finalmente, se invierte el intercambiador Na + /
Ca2 + de que normalmente introduce Na + y saca Ca2 + de la célula [Dutta y cols.,
2006, Stys y cols., 1992]. Una prolongada elevacion de los niveles de Ca2 + en el
axoplasma puede provocar posteriormente una multitud de eventos que

finalmente ocasiona la disfunciéon mitocondrial y dafio axonal.

3.2. Efecto de la elevacion de los niveles intracelulares de Ca2 + en la funcion

mitocondrial

La mitocondria es la planta de energia de la célula, el sitio en el que se llevan a cabo
la respiracion aerobica y la sintesis de ATP. Tiene una doble membrana que la
dividide en dos compartimentos principales, la matriz y el espacio intermembrana.
La membrana mitocondrial externa que encierra el organulo contiene un gran
numero de canales (porinas), que permiten la libre difusion de las moléculas 5.000
Daltons o menos. Las proteinas mas grandes pueden entrar en la mitocondria a
través de translocasas de la membrana externa, lo que las introduce en el espacio
intermembrana. El espacio intermembrana se encuentra entre las membranas
mitocondriales externa e interna; el citocromo C, una proteina pro-apoptdtica, se
encuentra aqui. La membrana mitocondrial interna separa el espacio

intermembrana de la matriz, y contiene una amplia gama de proteinas, incluyendo
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la cadena de transporte de electrones, la ATP sintetasa, la translocasa de la
membrana interna, y el poro de transicion de permeabilidad (PTP). La cadena de
transporte de electrones y la ATP sintetasa estan involucrados en la fosforilacién
oxidativa, que genera el potencial de membrana mitocondrial, el gradiente de

protones, y por supuesto, el ATP que es necesario para la supervivencia celular.

Durante la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP, los electrones son
transferidos a lo largo de la cadena transportadora de electrones localizada en la
membrana mitocondrial interna, que esta acoplado con el movimiento de iones H +
desde la matriz a través de la membrana hasta el espacio intermembrana. Este
movimiento idnico genera un potencial transmembrana a través de la membrana
interna (~ -200 mV), y es este gradiente de voltaje que se utiliza posteriormente

para sintetizar ATP.

Mas alla de la sintesis de ATP, este potencial transmembrana también impulsa los
iones cargados positivamente, tales como CaZ + a la matriz (mediante la apertura
de canales Ca2 + voltaje dependientes). En consecuencia, las mitocondrias
acumulan Ca2+ cada vez que los niveles citoplasmico locales se elevan por encima
de un punto de ajuste critico, y luego lo liberan lentamente cuando se restauran los

niveles citoplasmaticos [Krieger y cols., 2002].

La acumulacion de iones CaZ + dentro de la matriz mitocondrial depende de la
concentracion citoplasmatica de Ca2 +, asi como la afinidad de dos
transportadores mitocondriales uno que introduce y otro que extrae iones Ca2 +

de la matriz. Como los iones Ca2 + tienen una mayor afinidad por el que los
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introduce hacia el interior, el CaZ2 + tiende a ser transportados a la matriz

mitocondrial cuando sus niveles citoplasmicos son elevados [Gunter y cols., 2012].

La acumulacién de Ca2 + en la matriz mitocondrial es fisiolégicamente importante
en la estimulacion de la fosforilacion oxidativa. Tres importantes enzimas
metabolicas se activan por el Ca2 +, incluyendo la piruvato deshidrogenasa, alfa-
cetoglutarato, y la isocitrato deshidrogenasa [Gunter y cols., 2012]. Sin embargo,
unos niveles elevados de Ca2 + prolongados también pueden inducir la apertura
del PTP, que conduce a una cascada de eventos, incluyendo la hinchazon de la
matriz, la ruptura de la membrana mitocondrial externa, y la liberacién del

citocromo C, lo que provoca la via de pro-apoptotica.

Las caracteristicas claves de la patologia de las lesiones de EM se pueden explicar

como resultado de esta lesion mitocondrial.

En los axones desmielinizados, donde estan alteradas la expresion y la actividad de
varios tipos de canales de Na + y Ca2 + (Bechtold y cols., 2006, Black y cols., 2006,
Friese y cols., 2007), la reduccion de la produccidon local de energia debido al dafio
mitocondrial podria precipitar la desaparicién axonal. Los axones de calibre fino se
afectan mas que los gruesos, ya que contienen, en comparacion a los axones
gruesos, menor numero de mitocondrias en relacion con la superficie del axolema

(Trappy cols., 2009).

En los oligodendrocitos, el dafio mitocondrial produce la liberacion del factor

inductor de apoptosis, su translocacidn en el nucleo, y la activacion de la poli-ADP-
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ribosa polimerasa (PARP), un mecanismo demostrado in vivo en un modelo
experimental de destruccion de oligodendrocitos y desmielinizacién inducida por
cuprizone (Veto y cols, 2010). Ademas, in vitro (es decir, en ausencia de
astrocitos), las células progenitoras de oligodendrocitos son mas resistentes al
dafio mitocondrial que los oligodendrocitos maduros, pero su capacidad de
diferenciarse y formar vainas de mielina esta disminuida (Ziabreva y cols., 2010).
Esta observacion podria explicar el fracaso de la remielinizacién en las placas
cronicas, a pesar de la presencia de celulas progenitoras de oligodendrocitos

(Chang y cols., 2002).

Se han encontrado en pacientes con EM progresiva neuronas corticales con
deficiencia en la respiracion, y tales neuronas presentan altos niveles de
deleciones del ADN mitocondrial (Campbell y cols.,, 2011). La acumulacién de
deleciones del ADN mitocondrial en la EM progresiva podria explicar en parte el
aumento de la susceptibilidad del tejido cerebral a la neurodegeneracién en

pacientes con EMPP o EMSP

3.3. Transporte axonal en la EM.

El transporte axonal es necesario para la funcién normal y la supervivencia de las
neuronas, transmitiendo las proteinas recién sintetizadas desde el cuerpo celular a
los sitios a lo largo del axdn, y la entrega de complejos de sefializacidn tréfico
desde los terminales sinapticos al cuerpo de la célula de nuevo. Parece probable

que la disfuncion mitocondrial en la EM (y por lo tanto el déficit en la produccion
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de ATP) dé lugar a anormalidades en el transporte axonal, lo que a su vez podria

contribuir a la degeneracién axonal.

3.4. Acumulacion de hierro

El hierro se acumula en el cerebro humano envejecido (Hallgren y cols., 1958),
donde se almacena en su mayor parte en los oligodendrocitos y es detoxificado
mediante su unidn a ferritina (Hulet y cols., 1999). La carga de hierro en el cerebro
aumenta durante la edad adulta y alcanza una meseta entre 40 y 50 afios de edad
(Hallgren y cols., 1958). La acumulacién intracitoplasmatica de Fe2 + en los
oligodendrocitos podria explicar en parte la alta susceptibilidad de estas células a
la degeneracién bajo las condiciones de estrés oxidativo inducido por la
inflamacion y la disfunction mitocondrial (Zhang y cols., 2005). Es importante
destacar que la destruccion de oligodendrocitos libera este Fe2 + acumulado al
espacio extracelular, donde podria amplificar ain mas el dafio oxidativo en los
axones y otras células. En las lesiones de EM, el Fe2 + es absorbido por los
macrofagos activados y microglia (Craelius y cols., 1982, Bagnato y cols., 2011). Sin
embargo, el Fe2 + que contiene la microglia en el cerebro humano finalmente,
produce fragmentacion y degeneracion celular (Lopes y cols., 2008), que conduce a

una segunda oleada de liberacion de Fe2 +.

La acumulacion de Fe2 + en el espacio extracelular y su absorcion por las células
de las lesiones podria aumentar la susceptibilidad de los tejidos circundantes a la
desmielinizacion y la neurodegeneracion producida por los radicales libres.

Debido a que esta acumulacidn es un proceso dependiente de la edad, es probable

71



que sea mas pronunciada en los pacientes con EM progresiva que en los que estan

en la fase de brotes.
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4. CONCLUSIONES
Ninguno de los mecanismos patogénicos proporciona una explicacion consistente
para todo el espectro de la patologia de la EM y para todas las alteraciones

patoldgicas asociadas con la conversion de EMRR a EMSP.

En la ausencia de un mecanismo definitivo de la enfermedad, las evidencias
actuales indican que diversas vias interconectadas contribuyen a la patogénesis de
la EM. En todas las formas y etapas de la enfermedad, la inflamacidén parece llevar a
la desmielinizacidn y neurodegeneracidn. En la etapa progresiva, la inflamacién se
queda, al menos en parte, atrapada dentro del SNC detras de la BHE. El dafio tisular
puede ser efectuada por la activacion microglial y la actividad de los macréfagos,
junto con el dafio oxidativo y del glutamato y lesién mitocondrial posterior. En las
etapas progresivas de la EM, el dafio oxidativo ya existente podria ser amplificado
por la liberacion del hierro intracelular, que se ha acumulado en los
oligodendrocitos con la edad. Posiblemente el dafio oxidativo crénico y la
desmielinizacion cronica pueden conducir a un desequilibrio i6nico en los axones y
las neuronas, lo que puede amplificar la neurodegeneracion. Por ultimo, la
acumulacion de dafios en los tejidos dara lugar a un agotamiento de la capacidad
de reserva funcional del cerebro, lo que podria acelerar el deterioro clinico a pesar

del lento dafio tisular en la fase progresiva.

Por lo tanto, se precisan de nuevas evidencias que demuestren el papel del dafio

oxidativo en la acumulacién de discapacidad, relacionandolo con el sustrato

anatomo patolégico.
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II1. Medicion clinica de respuesta terapéutica
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1. INTRODUCCION.

A pesar de los efectos terapéuticos positivos observados en los ensayos clinicos,
muchos pacientes con EMRR contintian presentando actividad de la enfermedad.
En la practica clinica diaria del 20-50% de los pacientes que reciben agentes
modificadores de la enfermedad experimentan un aumento de la discapacidad o un
alto numero de brotes dentro de un corto periodo de tiempo después del inicio del
tratamiento (Rio y cols., 2002). Estos pacientes se define como no respondedores,
respuestas subdptimas. Aunque las evidencias apoyan claramente la eficacia del
interferéon (3, los factores que determinan la respuesta a este farmaco en los

pacientes por separado no han sido completamente aclarados.

A medida que mas opciones de tratamiento esten disponibles, el disponer de los
instrumentos adecuados para la toma de decisiones y la identificacion precoz de
los factores que predicen la eficacia de los farmacos es cada vez mas importante,
porque este conocimiento facilitara el cambio precoz del tratamiento. A pesar de
los afios de investigacion y los numerosos articulos sobre prometedores
marcadores terapeuticos para la EM, han emergido pocos marcadores realmente
utiles posiblemente debido, al menos en parte, a la complejidad inherente de la
definicion de la respuesta y la falta de respuesta a la terapia en esta enfermedad

cronica.

Hasta que esto no se solvente no podremos cambiar de manera precoz los

tratamientos en los pacientes con EM, un paso importante hacia el tratamiento
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individualizado, algo necesario tanto desde el punto de vista médico como

econdmico pues nos podria conducir a una reduccidn en el coste del tratamiento.
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2. EL INTERFERON R EN EL TRATAMIENTO DE LA EM

Los tratamientos de primera linea que estan autorizados para el tratamiento de la
EMRR son: Avonex ® (Biogen Idec, Cambridge, MA, EE.UU.) y Rebif ® (Merck
Serono, de Ginebra, Suiza), que son formulaciones de interferon (IFN 3 1a),
Betaferon ® (Bayer Schering Pharma, Berlin, Alemania; comercializado en los
EE.UU. como Betaseron ®), una formulacién de IFN 3-1b, y Copaxone ® (Teva
Pharmaceuticals, Petah Tikva, Israel), una formulacion de acetato de glatiramer.
IFN f3 -1a, IFN £ -1b y el acetato de glatiramer son inmuno moduladores y, en los
ensayos clinicos aleatorios que dieron lugar a la aprobacién para los pacientes
EMRR, mostraron poder reducir la gravedad y frecuencia de los brotes en
aproximadamente el 30% de los pacientes (IFNB Multiple Sclerosis Study Group.,
1993, Jacobs y cols., 1996, PRISMS study, 1998, Johnson y cols., 1995). Los efectos
del tratamiento observados en los ensayos clinicos fueron apoyados por unos
convincentes resultados en RM, que mostr6 que el IFN redujo tanto el nimero de
lesiones activas como la carga lesional en el cerebro (Paty y cols., 1993, Simon y

cols., 1998, Liy cols., 1999).

Las principales diferencias entre las tres formulaciones de IFN registradas son la
dosis, la ruta y la frecuencia de administracion. Avonex ® se administra a una
dosis de 6 millones de unidades (30 pg) por inyeccion intramuscular una vez a la
semana, Betaferon ® se administra en 8 milliones de unidades (250 pg) por
inyeccién subcutanea cada dos dias, y Rebif ® se administra a una dosis de 6 - 12

millones de unidades (22 - 44 pg) por inyeccién subcutdnea tres veces a la
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semana. Copaxone ® se administra por inyeccion subcutanea diaria. El

tratamiento con alguno de estos medicamentos es generalmente bien tolerado.

Se han realizado numerosos estudios comparativos entre las formulaciones de [FN
y Copaxone ®. Los resultados de los ensayos INCOMIN y EVIDENCE fueron que
Rebif ® (a una dosis de 44 pg) y Betaferon ® tenian una eficacia clinica mayor que
el Avonex ®. Los resultados de estos estudios sugieren que el IFN es mas eficaz
cuando se administra a dosis altas y frecuentes (Panitch y cols., 2002, Durelli y
cols., 2002). Estudios abiertos, sin embargo, han mostrado que no existen
diferencias sustanciales entre las eficacias clinicas de los tres IFN (Troyano y cols.,
2003, Waubant y cols., 2003, Rio y cols., 2005). Ademas, en el estudio BEYOND, no
se encontr6 que dosis altas de IFNf3-1b fueran mas eficaces que los dosis
habituales. No se encontraron, en lo que a eficacia se refiere, diferencias entre las
formulaciones de IFN y Copaxone ® en los ensayos REGARD y BECOME (Wiendl y

cols., 2008).

Las actuales directrices estipulan que el tratamiento debera ser detenido a raiz de
la aparicion de ciertos efectos adversos (por ejemplo, anormalidades
hematologicas o hepaticas), si la paciente desea quedarse embarazada, o si el
medicamento se percibe como ineficaz (después de la apariciéon de frecuentes

brotes o progresion de la discapacidad.)
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3. DEFINICIONES DE RESPUESTA A IFN B.

Se considera que una respuesta a una terapia se ha producido cuando el
tratamiento induce un beneficio que no habria ocurrido en su ausencia. Este tipo
de eventos son dificiles de identificar en la EM, por varias razones. En primer lugar,
la EM tiene un curso clinico impredecible, que puede variar en gran medida entre
los pacientes, independientemente de si son tratados con terapias modificadoras
de la enfermedad. En segundo lugar, los pacientes a menudo presentan una
remision espontanea casi completa después de los brotes agudas (sobre todo en la
fase remitente recidivante), lo cual hace dificil atribuir exclusivamente al
tratamiento incluso un cambio drastico en la actividad de la enfermedad. En tercer
lugar, las terapias disponibles son sélo parcialmente eficaces, aumentando la
posibilidad de pacientes respondedores con actividad residual. Por ultimo,
carecemos de una definicién estandarizada de los resultados clinicos que indican

mejoria o el empeoramiento de la evolucién de la enfermedad.

Actualmente la evolucidn de la enfermedad se evaltiia en gran medida sobre la base
de tres elementos considerados individualmente o en combinacion.- progresion de
la discapacidad, brotes y la presencia de lesiones en la RM. La progresion de la
discapacidad se mide mediante la escala EDSS de Kurtzke (Kurtzke 1983) y se
define como el aumento de 1 punto de la EDSS (o 0,5 puntos si EDSS basal es > 5,5),
confirmado en visitas posteriores, para excluir cambios transitorios asociados a
brotes. Los brotes clinicos se definen como nuevos sintomas o empeoramiento de
los sintomas neurolégicos antiguos en ausencia de fiebre, que duren mas de 24 h,

precedidos por un minimo de 30 dias de estabilidad clinica o mejoria y confirmado
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por los hallazgos objetivos en un examen neuroldgico (Poser y cols., 1983). Los
cambios en los patrones de las lesiones cerebrales visibles en la RM reflejan los
cambios en la patologia subyacente de la enfermedad, lo que proporciona la
justificacion del uso de las lesiones (generalmente cuantificada como el nimero de
lesiones que captan gadolinio [Gd] en las imagenes potenciadas en T1 o nuevas
lesiones en en T2) como medidas de actividad de la enfermedad (Barkhof y cols.,

1997).

Una revision de estudios confirma la amplia heterogeneidad en la definicién de
"respondedor” y "no respondedor”, y en los marcos de tiempo durante el cual se
evalian estas eventualidades. En muchos estudios, la definiciéon de la falta de
respuesta al tratamiento con IFN-f3 se ha basado en un aumento de 1 punto en la
EDSS confirmada a los 6 meses. (Durelli y cols., 2008, Cadavid y cols., 2011, Rio y
cols., 2008, Prosperini y cols., 2009, Sormani y cols., 2013, Tomassini y cols.,
2006). Sin embargo, este cambio en el estatus de discapacidad se mide a menudo
independientemente de la duracion del seguimiento clinico, que varia mucho entre
los estudios (entre 1 - 6 afios) (Durelli y cols., 2008, Cadavid y cols., 2011, Rio y
cols., 2008, Prosperini y cols., 2009, Sormani y cols., 2013, Tomassini y cols.,
2006). El tiempo de seguimieto es un componente crucial en la definicion de falta
de respuesta, ya que 1 punto de progresion de EDSS tiene significados muy
diferentes clinicas, si es en un periodo de 1 o de 2 afios. Los parametros que se han
utilizado para definir los no respondedores en los estudios a largo plazo (15 a 16
afios de seguimiento) incluyen el cambio neto en la EDSS, (Bermel y cols., 2013)
asi como el tiempo en llegar a una puntuacion de EDSS 2 6 o la conversion a EM

secundaria progresiva (Goodin y cols, 2012). En otros estudios, la falta de
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respuesta ha sido definida como la combinacion de la progresion de EDSSy / o
brotes (Durelli y cols., 2008, Rio y cols., 2008, Tomassini y cols., 2006) o como el
cambio en la tasa de brotes en comparacién con la frecuencia de brotes antes del
tratamiento (Romeo y cols.,, 2013, Mezei y cols.,, 2012, Waubant y cols., 2003,
Portaccio y cols.,, 2006, Fromont y cols., 2008). Por otra parte, la ausencia o
presencia de lesiones activas en la RM durante el tratamiento se ha incluido en las
definiciones de la respuesta y la falta de respuesta al tratamiento, debido a la
interpretacion comun de la actividad en RM como expresion de la progresion de la
enfermedad (Romeo y cols., 2013). Por ultimo, incluso cambiar una droga por otra
se ha considerado como criterio de falta de respuesta (Sormani y cols., 2013,
Romeo y cols., 2012). Un estudio reciente, que se centré en estudios de cambio de
tratamiento en malos respondedores a los tratamientos de la EM (Freedman y
cols., 2009), destaco la variedad de definiciones de la respuesta al tratamiento
suboptimo en base a resultados de la RM, recaidas y la progresion de la

discapacidad.

Resumiendo, las definiciones de respuesta a IFN-$ se basan esencialmente en
medidas de progresién de la discapacidad, los brotes y la actividad de resonancia
magnética, aunque aun falta una definicion comun. Una definicion normalizada de
la respuesta al tratamiento es de suma importancia para permitir la comparacion
de diferentes estudios y validacion de los marcadores de la respuesta. Hasta la
fecha, dos han sido los intentos para disefiar una definicion homogénea y basada
en la evidencia de la respuesta a la terapia con IFN-f: Una por parte del Grupo de

Trabajo Canadiense de Esclerosis Multiple (CMSWG) y otra por parte de Rio y cols.
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4. CUANTIFICANDO LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON IFN-B

Se ha demostrado que tanto los brotes como las lesiones activas en RM
representan buenos marcadores subrogados de la discapacidad clinica en la EM.
De hecho, un analisis publicado en 2011 (Sormani y cols., 2011) demostré que, de
acuerdo con los criterios Prentice para la validacién de marcadores subrogados
(Prentice, 1989), tanto las lesiones activas en la resonancia magnética al afio como
los brotes representaron de forma independiente mas del 60% del efectos del IFN-
B en el empeoramiento de la EDSS a los 2 afios. Y lo que es mas importante, cuando
se utilizaron en combinacidon las lesiones activas al afio y los brotes como
marcadores, el efecto del IFN-B en la progresion a los 2 afios parecian estar
completamente mediado por la reduccion del nimero de lesiones activas en
resonancia magnética y los brotes durante el primer afio de tratamiento. En
general, la dificultad de encontrar resultados homogéneos cuando se utilizan
diferentes marcadores de la respuesta de manera aislada junto con la observacion
de que se pueden predecir los efectos de IFN-f a nivel individual combinando los
efectos de la actividad lesional al afio y los brotes, sugiere que los beneficios
inducidos por el IFN- en la progresiéon de la discapacidad en pacientes con EM
pueden ser identificados mejor (y mas rapidamente) por el uso de las

cuantificaciones compuestos tanto clinicas como de RM.
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5. DESARROLLO DE SISTEMAS DE PUNTUACION

El uso combinado de los parametros de actividad de la enfermedad para predecir
la respuesta al tratamiento fueron la base de las Recomendaciones de
Optimizacion de Tratamiento (ROT) publicados por el Grupo de Trabajo
canadiense EM (CMSWG) (Freedman y cols., 2009, Freedman y cols., 2013) y
posteriormente probado en los pacientes del ensayo PRIMS (Freedman y cols.,
2008). E1 CMSWG describe un modelo, derivado de un consenso de expertos, que
se basa en los diferentes niveles de progresion de la discapacidad, los brotes y la
actividad en RM durante el tratamiento, que se pueden clasificar como "notable",
"preocupante” y "acciones concretas”". En una revision posterior de las
recomendaciones (Freedman y cols., 2013), el CMSWG propone que un cambio en
el tratamiento puede ser considerada en cualquier paciente con EMRR si hay un
alto nivel de preocupacion en todo un dominio (brotes, la progresién o la RM), un
nivel medio de preocupacion en cualquiera de los dos dominios, o un bajo nivel de
preocupacion en los tres ambitos. Cuando se aplicd a los datos del estudio PRIMS
(usando so6lo brotes y progresién de la discapacidad) demostr6 ser capaz de
identificar un grupo de malos respondedores, el 89% de los cuales tenia un

continuo avance en términos de brotes y de progresion.
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Table 2: Recommendations for determining the level of concern with regards to considering treatment modification based on
relapse outcomes.

Low Medium High
Rate Moderate reduction Modest reduction Minimal reduction
(>75%, <100%) vs baseline (35-75%) vs baseline (<35%) vs baseline*
Severity Mild Moderate Severe
« Steroids not required * Steroids required * Steroids/hospitalization required
* Minimal effect on ADL * Moderate effect on ADL « Severe effect on ADL
* 1 functional domain affected * >1 functional domain affected * >] functional domain affected

* No or mild motor/cerebellar involvement * Moderate motor/cerebellar involvement * Severe motor/cerebellar involvement

Recovery Prompt recovery Incomplete recovery at 3 months Incomplete recovery at 6 months

Note: Reference time frame = 2 years prior to treatment initiation. Ideally, prospective and objective relapse data should be obtained during the reference
period. ADL = activities of daily living
*Suggests treatment is no better than placebo.

Table 3: Recommendations for determining the level of concern with regards to considering treatment modification based on
disease progression.

Low Medium High
EDSS <3.5 <2 points 2 points confirmed at 6 months >2 points confirmed at 6 months
2 points confirmed at 12 months
EDSS4to5 <1 point 1 point confirmed at 6 months >1 point confirmed at 6 months
1 point confirmed at 12 months
EDSS 25.5 0.5 point confirmed at 6 months >0.5 point confirmed at 6 months
Clinically documented ~ No motor, minor sensory ~ Some motor, cerebellar or cognitive; Pronounced motor, cerebellar,
progression multiple domains affected or cognitive; multiple domains affected

Table 4: Recommendations for determining the level of
concern with regards to considering treatment modification
based on MRI outcomes.*

Change in MRI categories Low Medium Relapses Progression
New Gd-enhancing lesions | |

New T2 lesions

Enlarging T2 (burden of disease) Any new Increase in

New T1 hypointense lesions lesion >2 MRI

Enlarging T1 hypointense lesions categories

Atrophy

*Note: Routine follow-up MRI is not recommended in established MS;
MRI must have been performed according to a standardized protocol;

MRI

treatment modification should not be considered based on MRI L
outcomes alone. Gd = gadolinium

Figure 2: Revised analog model for assessing the level of concern with
regards to considering treatment modification.
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Basandose en un estudio publicado en 2008 (Rio y cols., 2008), Rio y cols,
propusieron una version cuantitativa de medicion de la respuesta terapentica. El
sistema de puntuacion implicaba la evaluacién del paciente al afio del inicio del
tratamiento de la presencia de brotes, progresion de la discapacidad (entendido
como el aumento de 1 punto de la EDSS confirmado a los 6 meses) y las lesiones de
MRI activos (es decir, mas de dos lesiones nuevas en T2 o lesiones captantes de
Gd). Encontré que los pacientes que fueron positivos para al menos dos de los tres
criterios analizados después del primer afio de tratamiento con IFN-f3 tenian una
mayor probabilidad de experimentar progresion de la discapacidad o de tener
brotes durante el seguimiento, siendo firmes candidatos a cambiar el tratamiento.
La presencia aislada de brotes, aumento de la discapacidad o actividad en
resonancia magnética después de 1 afio de tratamiento no predijo
significativamente el riesgo de nueva actividad clinica o progresion de la
enfermedad en los siguientes 2 afos. Se ha propuesto una versidon simplificada de
la Rio Score (llamado Rio Score Modificado). La Rio Score Modificada agrupa a los
pacientes en tres grupos de riesgo. El ejercicio de validacion establecia una
probabilidad de progresion de la discapacidad del 24% en el grupo de bajo riesgo,
el 33% en el grupo de riesgo medio y 65% en el grupo de alto riesgo. Los pacientes
clasificados como de riesgo medio por la Rio Score Modificada son los mas dificiles
de clasificar en cuanto a la respuesta al tratamiento y la planificaciéon. Un estudio
ha demostrado que la evaluacion adicional con resonancia magnética y la visita
clinica a los 6 meses tras el primer afio del tratamiento podria permitir una mejor

clasificacion de los pacientes (Freedman y cols., 2008).
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Rio Score Modified Rio Score

Criterion Change over the first year Criterion Change over
the first year

MRI criterion <o active” T2 lesions MRI criterion <4 (5)# new T2

=0 >2 active T2 lesions =0 lesions

MRI criterion MRI criterion 4

. o >4 (5)" new T2

- B lesions

Relapse
criterion = 0
Relapse
criterion = 1

EDSS
criterion = 0
EDSS
criterion = 1

No relapses
>1 relapse

Increase in EDSS score of <1
point

Increase in EDSS score of >1
point, sustained over at least 6
months

Rio Score = MRI criterion + relapse criterion +

EDSS criterion

Relapse
criterion = 0
Relapse
criterion = 1
Relapse
criterion = 2
Not included

No relapses
1relapse
>2 relapses

Not included

Modified Rio Score = MRI
criterion + relapse criterion

"Active lesions defined as new or enlarging T2-weighted lesions plus gadolinium-
enhancing lesions over the first year.

*The cut-off of four lesions was in the validation set; the cut-off of five lesions was in the

training set.

Abbreviation: EDSS, Expanded Disability Status Scale.
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6. CONCLUSION.

El uso de los sistemas de puntuacion en EM - aunque susceptibles de mejora a
través de la integracién de nuevos y mas especificos componentes de la
enfermedad -nos proporcionan una buena discriminacion entre los respondedores

y no respondedores al tratamiento con IFN-f.

Sin embargo, los sistemas de calificacién propuestos, requieren mayor validacion
en cohortes de pacientes con EMRR en tratamiento IFN-B, obtenidos
preferiblemente de bases de datos de la practica clinica diaria, ya que la estrecha
vigilancia realizado en los ensayos clinicos puede sobreestimar la sensibilidad de

los resultados cuando se traduce en la practica clinica.
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IV. Farmacogenomica de los inmunomoduladores.
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1. INTRODUCCION

Los mecanismos que subyacen a la heterogeneidad en la respuesta al tratamiento
no se conocen aunque los factores genéticos probablemente jueguen un papel
importante. Dada la naturaleza compleja de la Esclerosis Multiple, la influencia
genética es casi seguro el resultado de la contribuciéon de multiples genes. El
aumento en el nimero de terapias disponibles, combinado con el riesgo potencial
de fracaso del tratamiento y / o reacciones adversas graves, hace de las terapias
individualizada una necesidad para la EM. La identificacién de los pacientes que
pueden beneficiarse de una terapia en particular es, por lo tanto, de gran

importancia.

Un enfoque farmacogendmico implica la aplicacion de tecnologia genomica, tales
como perfiles de expresién génica, polimorfismo de un solo nucledtido (SNP), y
protedmica, en la prediccion de la respuesta al tratamiento de un paciente y las
posibles reacciones adversas a los farmacos individuales. El objetivo general de la
farmacogenomica, por lo tanto, es facilitar la individualizacion del tratamiento del

paciente (Wolf'y cols., 2000).

La mayoria de estudios de perfiles de transcripcion relacionados con el
tratamiento de la EM han investigado los cambios inducidos por el IFN in vitro o ex
vivo (Comabella y cols, 2007). S6lo un numero limitado de estudios han
investigado los cambios en los perfiles de expresion génica de pacientes que
muestran una respuesta al tratamiento diferente. (Baranzini y cols., 2005,

Stiirzebecher y cols., 2003, Singh y cols., 2007, van Baarsen y cols., 2008, Villoslada
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y cols., 2002). Los resultados de estos estudios indican que existen diferencias
transcripcionales entre los respondedores y no respondedores a IFN. Los cambios
en la expresion de genes candidatos, sin embargo, deben ser validados en cohortes
de pacientes tratados seguido a lo largo de largos periodos de tiempo por medio de
la evaluacion clinica y / o radioldgica antes de que tales genes se puedan utilizar

como biomarcadores para predecir la respuesta a IFN en la practica clinica.
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2. FARMACO GENOMICA

Los polimorfismos genéticos podrian ser unos de los factores determinantes de las
diferencias individuales en la respuesta al interferén beta. El IFN-f3 se une a los
receptores de IFNAR1 y IFNAR2 y desencadena la via de sefializacion de JAK-STAT.
Posteriormente, se estimula la expresiéon de varios genes que influyen en la
proliferacién celular, la apoptosis, la traducciéon de proteinas, y la replicacion viral.
Los polimorfismos en los genes que regulan IFN {3 podrian afectar a la trascripcion,
estabilidad mRNA y el splicing y asi la secuencia proteica final y su
comportamiento bioldgico final. La expresion de estos genes por consiguiente,
tiene un gran potencial para su uso como marcador biolégico de la respuesta al

tratamiento con IFN-3 (Pappas y cols., 2010).

El andlisis farmaco genomico del tratamiento con interferon beta en la EM esta en
la actualidad en su infancia. En comparacién con el volumen de publicaciones que
examinan la susceptibilidad genética a la EM solo uno relativamente pequefio se

han centrado en la respuesta al interferon beta.

La mayoria de los estudios de farmacogenética en la EM se han centrado en la
respuesta a [FN.(van Baarsen y cols., 2008, Villoslada y cols., 2002, Sriram y cols.,
2003, Fernandez y cols., 2005, Cunningham y cols., 2005, Leyva y cols., 2005,
Martinez y cols., 2006, Weinstock-Guttman y cols., 2007, Comabella ycols., 2009).
El primer estudio que estudio la farmaco gendmica del interfer6n beta en
pacientes con EM formulé la hipétesis de que el locus de susceptibilidad en la

region del MHC clase II podria alterar la respuesta al tratamiento pero ni este
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estudio ni en otros sucesivos se hallo ninguna relacion entre repuesta y los alelos

en el HLA clase II.

Otros estudios han examinado principalmente los polimorfismos en genes que
codifican cualquiera de los componentes de la via de sefializacion del IFN £ tipo I,
como el IFNAR1 y IFNAR2 (que codifican receptores de IFN 1 y 2,
respectivamente). La relevancia de la expresion del IFNAR1 a la respuesta clinica
de los pacientes sigue siendo controvertida (Pappas y cols., 2010). La importancia
de IFNAR1 fue sugerido por primera vez en un estudio de farmacogenomica de
Irlanda en pacientes con EM tratados con IFN-f (Cunningham y cols., 2005). Sin
embargo, las correlaciones entre las variantes del gen IFNAR1 y la respuesta al
tratamiento no han sido confirmada ya sea mediante el uso de polimorfismos de
nucleétido unico (Leyva y cols., 2005, Sriram y cols., 2003) o en un estudio GWAS

en pacientes con EM (Byun y cols., 2008).

También se han examinados genes que son inducidos por el IFN f3. Se han
identificado numerosos de ellos que potencialmente podria ser utilizados en
estudios de farmacogendémica de la EM (Pappas y cols., 2010). Sin embargo las
conclusiones de estos estudios han variado sustancialmente, probablemente
debido a la heterogeneidad de la enfermedad, a las diferencias asociadas con el
disefio experimental, a la tecnologia de microarrays, a los pequefios tamafios de

muestra, y al analisis e interpretacidon de datos (Rudick y cols., 2009).

Otros estudios han continuado analizando la influencia de antigeno leucocitario

humano (HLA) de clase I alelos (A, B, C) y los alelos de clase II (DRB1, DQA1 y
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DQB1) o el haplotipos del HLA-DR2 en la respuesta al tratamiento con IFN f3. En
general, los estudios de farmacogenética han mostrado debiles asociaciones o falta
de asociacion entre genes y la respuesta a IFN que no han sido replicados en otros

estudios.

Dos estudios de microarrays sugieren que la expresion del gen de la interleucina -
8 disminuye en los pacientes con EM que tuvieron una respuesta favorable al
tratamiento con IFN-f (Stiirzebecher y cols., 2003, Weinstock-Guttman, y cols.,
2008). Otro estudio reveld una marcada variacion entre pacientes en la respuesta
al tratamiento con IFN- (van Baarsen y cols., 2008). 126 genes que se sobre
expresaban en un subgrupo de pacientes disminuyeron su expresion o no cambid
después de 1 mes de tratamiento. La respuesta al tratamiento con IFN-B se
correlaciond negativamente con el nivel basal de expresiéon de un conjunto
especifico de 15 genes inducibles por IFN (r =-0.7,208, p = 0,0016). Los resultados
de estos estudios fueron confirmados en un grupo independiente de pacientes
(van Baarsen vy cols., 2008). Los perfiles de expresion de genes en las células
sanguineas de 23 pacientes con EMRR en tratamiento IFN-3 demostr6 un marcado
cambio en los perfiles de expresion génica en respuesta al IFN-B, pero las
respuestas biolégicas no fueron diferentes entre los respondedores y no
respondedores (Hesse y cols., 2010). Los investigadores mostraron, sin embargo,
que el empeoramiento precoz de la enfermedad se asocido con la expresion
reducida del gen que codifica la citoquina IL-10 inmunorreguladora antes del

tratamiento.
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Una hipoétesis interesante sobre el mecanismo de accion del tratamiento con IFN-f3
es que podria disminuir la actividad de la enfermedad mediante la reduccién de la
diferenciacion de los linfocitos T helper 17 (Th17). Los datos experimentales
sugieren que el IFN-f inhibe la expresién de la IL-17F in vitro y en ratones con EAE
inducida por Thl. Los beneficios del tratamiento con IFN-f3 en la EAE producida
por Thl incluyen aumento de la expresion de la citoquina antiinflamatoria IL-10.
Por el contrario, el IFN-3 parecia ser ineficaces en el tratamiento de EAE inducida
por Th17 e incluso agravé sus signos y sintomas. Curiosamente, los pacientes con
EM que no responden al IFN-f3 tenian niveles mas altos de IL-17F, una citoquina
producida por células Thl7-antes del inicio de la terapia con IFN-, que los

pacientes que respondieron a este tratamiento (Axtell y cols., 2010).

Los perfiles de expresion de todo el genoma de células mononucleares sanguineas
sugirio un panel de 47 genes que podria distinguir entre respondedores y no
respondedores al tratamiento con IFN-B (Comabella y cols., 2009). Este panel
estuvo conformado por una preponderancia de genes de la via de sefializacién del
IFN tipo [ y otros ocho genes del panel (IFIT3, IFIT1, OASL, IFi44, IFIT2 y
RASGEF1B, FADS1 y MARCKS) que también se correlacionaron con la respuesta en
un cohorte de validaciéon independiente (con una precision media del 78% para
predecir la respuesta). Los investigadores también identificaron diferencias
basales en los niveles de expresion en monocitos del STAT1 fosforilados y IFNAR1.
Ellos sugieren que los pacientes que no responden al tratamiento con IFN-f3 tienen
un fenotipo de la EM mas grave y patogenéticamente distinta, caracterizado por
variaciones en la sefalizacion de IFN-B y una funcion de monocitos anormal

(Comabella y cols., 2009).
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La EM es una enfermedad genéticamente compleja y el IFN [ un agente
pleiotropico cuya respuesta se cree es del tipo poligénico por lo que es posible que
la variacion alélicas de varios genes contribuyan a explicar la respuesta al
tratamiento. La aproximacion de los Genome Wide Association Studies (GWAS) en
vez de los genes candidatos aislados permite la deteccion de variaciones del ADN
asociados con la respuesta al tratamiento o no. Existen 2 GWAS realizado en la

actualidad sobre farmaco gendémica:

En un estudio de asociacion en todo el genoma realizado en el afio 2008 en 206
pacientes con EM el objetivo fue identificar los genes relacionados con la respuesta
al el tratamiento con IFN (Byun y cols, 2008). Anteriores asociaciones
farmacogenética publicada (Filippi y cols., 2010, Frank y cols., 2004, Malucchi y
cols., 2004) no fueron confirmadas en el estudio y sin embargo revel6 varios otros
SNP que variaban entre los respondedores y no respondedores; estas variantes se
asociaron con genes de canales i6nicos y las vias de transduccién de sefales (Byun
y cols., 2008). Estos datos también sugieren una asociacion entre dos SNPs en el
gen de glipicano 5 (GPC5)-a saber, rs10492503 y rs9301789-y la respuesta al IFN-
B. En el caso del rs10492503, se ha confirmado esta asociacion (Cénit y cols.,,

2009).

Otro estudio de asociacion de genoma completo publicado en 2009 identifico 18

SNPs (siete de los cuales fueron intragénica, incluyendo algunos dentro IFNAR2)

que se correlaciona con una respuesta al tratamiento con IFN- (Comabella y cols.,
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2009). Curiosamente, los SNPs intragenico incluyé algunos que implican la

participacion del sistema glutamatérgico en la respuesta al tratamiento con IFN-3.
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3. CONCLUSION.

La farmacogendmica tienen un gran potencial para facilitar el desarrollo de
terapias adaptadas individualmente, y ha demostrado ser una herramienta util en
diferentes tipos de enfermedades. En la EM, la farmacogen6mica esta todavia en
las primeras etapas de desarrollo, y numerosos desafios deben ser superados
antes de disponer tratamientos individualizados para los pacientes. En particular,
los criterios para definir respondedor al tratamiento que deben ser s6lidamente

establecidos.

También habra que considerar el probable aumento de los efectos adversos no
previstos en tanto que surgen nuevos tratamientos y se usan terapias combinadas
durante largos periodos de tiempo. La identificaciéon de los polimorfismos
genéticos asociados con estos efectos adversos ayudara a predecir qué pacientes

tienen un alto riesgo de sufrir este tipo de reacciones.
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V. Identificacion de los objetivos de estudio en esta tesis.
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Existen ciertos puntos de interés pendientes de resolver y cuya profundizacion
podria contribuir en la mejora que tenemos hoy dia de la EM. Como hemos dicho
anteriormente no existen marcadores clinicos o biolégicos fiables que nos
pronostiquen la eficacia o no de un tratamiento y hay una necesidad imperante de

identificarlos.

Asi mismo, tenemos necesidad de métodos sencillos y fiables que nos indiquen,

usando solo datos clinicos, si un paciente dudoso es buen respondedor o no.

Desconocemos que influencia podrian tener tanto las variaciones en el ambiente
de oxidorreducciéon como la variaciéon de los niveles intra cerebrales in vivo de
ciertas sustancias como el N Acetil Aspartato, la colina o el mioinositol tras el inicio

de un tratamiento en la respuesta a largo plazo de este tratamiento asi.

Desconocemos la influencia de los polimorfismos genéticos en las diferentes

respuestas al interferon beta.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVOS PRIMARIOS

1. Medir el efecto a largo plazo del tratamiento con interfer6on fla IM en la

acumulacion del dafio axonal en pacientes con EMRR usando marcadores de

oxidorreduccion y ERM

2. Validar los criterios clinicos de optimizacion de tratamiento de la Canadian

Multiple Sclerosis Working Group aplicandolos a una poblacién espafiola de

pacientes con EMRR tratados inicialmente con interferén 1a IM

3. Identificar un conjunto de genes ligados a las diferencias interindividuales en la

eficacia a la terapia con Interferdn Beta.
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1.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar la correlacion existente entre el dafio axonal en la sustancia blanca
aparentemente normal y las escalas de discapacidad medidas por la Escala
Funcional Compuesta (Multiple Sclerosis Functional Composite scale, MSFC) y

Expanded Disability Scale Score (EDSS).

2. Desarrollar un programa informatico que nos permita aplicar de manera sencilla

y automatica los criterios de optimizacion de tratamiento de la CMSWG.

3. Evaluar si los criterios de optimizacion de tratamiento de la CMSWG (basados en
la progresion de la discapacidad y tasa de brotes) tras un afio de tratamiento con
Interferéon Pla IM pueden predecir la situacion clinica tras varios afios de

tratamiento.

4. Genotipado masivo. Rastreo completo del genoma empleando el microarray

250K Nspl de Affymetrix en 150 pacientes con Esclerosis Multiple Remitente

Recidivante tratados con inmuno moduladores (250.000.000 genotipos)

5. Filtrado, depuracion y construccion de los mapas genotipicos y haplotipicos de

la poblacién en estudio para el desarrollo de estudios univariantes.
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2. TRABAJOS REALIZADOS PARA CONTESTAR A LOS OBJETIVOS

1. Magnetic Resonance Spectroscopy of normal appearing white matter in early
relapsing-remitting MS. Disability-spectroscopy correlations. Ruiz -Pefia JL, Pifiero P,
Sellers G, Argente ], Casado A, Foronda ], Uclés A, Izquierdo G. BMC Neurology

2004 Jun 10: 4 (1): 8.

2. Axonal degeneration in ms: early magnetic resonance spectroscopy could be a
long-term disability biomarker. Ruiz - Pefia JL MD, Pifiero P MD, Izquierdo G.

ECTRIMS Meeting. Copenhagen, 2 al 5 de Octubre del 2013.

3. Optimization of treatment with interferon beta in multiple sclerosis. Usefulness of
automatic system application criteria. Ruiz-Pefia JL, Duque P, Izquierdo G. BMC

Neurology 2008 Mar 6;8:3.

4. Andlisis farmacogendmico de la respuesta a interferdn beta en el tratamiento de la
esclerosis multiple. Juan Luis Ruiz-Pefia, Antonio Gonzalez-Pérez, Maria Isabel
Garcia-Sanchez, Maria Eugenia Saez, Macarena Rus, Miguel Lucas, Antonio Alcina,
Fuencisla Matesanz y Guillermo Izquierdo. SEN, Barcelona 19 al 23 de Noviembre

del 2013.
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VI. Metodologia.
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1. METODOLOGIA UTILIZADA EN EL ESTUDIO DEL EFECTO DEL INTERFERON
1 a IM SOBRE MARCADORES DE DEGENERACION AXONAL Y DE OXIDO

RREDUCCION.

1.1. Diseiio

Estudio multicéntrico, con un primer analisis transversal y con un seguimiento
prospectivo a 12 afios, realizando un analisis longitudinal en el segundo. La

metodologia es similar en ambos.

1.2. Poblacion estudiada

Un total de 31 pacientes (9 varones y 22 mujeres) con diagnostico de EM segun los
criterios de Poser y que habian tenido al menos dos brotes en los dos afios
anteriores, se incluyeron en el estudio. Los pacientes procedian de cuatro
hospitales en Andalucia (Hospital Universitario Virgen Macarena, Sevilla, Hospital
Puerta del Mar, Cadiz, Hospital San Cecilio, de Granada, y el Hospital Ciudad de

Jaén, Jaén).

Estos pacientes habian sido recientemente diagnosticados de EMRR segun
criterios de Lublin y tenia una EDSS entre 0 a 5,5 como criterio de inclusion.
Ninguno de los pacientes habia sido tratado previamente con un agente
inmunosupresor o un agente inmunomodulador o corticosteroides en el mes

anterior.
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El estudio fue aprobado por los comités de ética de los hospitales participantes y el

consentimiento informado se obtuvo en todos los pacientes.

Al comienzo del estudio se llevaron a cabo RM y ERM también en 10 sujetos sanos,
emparejados por edad de control sin enfermedad sistémica o neuroldgica conocida
por el mismo neuroradidlogo utilizando el mismo equipo de resonancia magnética

y siguiendo el mismo protocolo también.

1.3. Evaluacion clinica de la discapacidad.

Antes de realizarse las RM los pacientes fueron examinados para determinar su
discapacidad en las escalas EDSS, Neurological Rating Scale (NRS), Ambulation
Index (AI), test de 25 pies (TWT), prueba nueve agujeros (9 HPT) y PASAT a
intervalo de 3 s. El promedio de los dos ensayos del TWT y la media de los cuatro
ensayos de la 9HPT se calcularon y, junto con PASAT se obtuvo la Escala Funcional
Compuesta (MSFC) cuyas las puntuaciones fueron utilizados en los analisis
posteriores. Todos los neurdlogos estaban capacitados para utilizar la escala de
Kurtzke, escala Al, NRS, y la escala MSFC, pero fueron re-entrenados para utilizar

estas escalas por la misma persona y en el mismo dia.

1.4. Mediciones de Resonancia Magnética

La ERM y los examenes convencionales de resonancia magnética del cerebro
fueron obtenidas en una sola sesion para cada paciente con el mismo escaner 1.5T

(Signa Horizon, GE, Mass).
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En los examenes de RM convencionales se realizo una secuencia ponderada T2
sagital (TR = 4,000, TE = 109, grosor de corte = 4 mm, gap = 1 mm, 13 cortes).
Estos cortes se usaron para obtener la imagenes ponderadas en densidad
protonica y en T2 transversales y coronales (TR = 3,420; TE = 13.5/121, grosor de
corte = 5 mm; gap = 2 mm; 30 cortes) y una secuencia ponderada T1 coronal (TR =

400, TE = 15, grosor de corte = 5 mm; gap = 2 mm; 15 cortes).

Estas imagenes de RM convencionales se utilizaron para colocar un volumen
espectroscdpico de interés (VOI) en una o dos areas con lesiones desmielinizantes
y en un area de sustancia blanca aparentemente normal en pacientes con EM y en

un area de sustancia blanca normal en el grupo de control sano.

La seleccidn del volumen Espectroscopia se realizé con un secuencia de la sonda-P
(PROBE / SV: protdén cerebro Examen / Volumen individual), una version de la
secuencia PRESS (Point Resolved Spectroscopy), que es un eco de espin doble que
utiliza una secuencia de pulsos a 90 2 - 180 2 -180 2 para adquirir los espectros de
protones (TR = 2,000; TE = 37; campo de visiéon = 22x 16 cm). Cada VOI mide 20
mm anteroposterior x 20 mm craneocaudal x 20 mm izquierda-derecha,
obteniendoe un volumen de tejido cerebral de 8 cc. Los VOI se seleccionaron
manualmente por el Unico neuroradidlogo del estudio y que se mantuvieron
constantes en tamafno y posicion en los examenes de seguimiento. La
homogeneidad del campo magnético se ha optimizado para un ancho de linea de
alrededor de 5 Hz sobre el VOI utilizando la sefial de proton de agua. La supresion

del agua se logré por una inversion selectiva de la resonancia del agua antes de la
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seleccidon de volumen usando pulso de inversion adiabatica y el ajuste del tiempo
de espera tal que el espectro se adquirio cuando la sefial de agua pasa a través del

cero.

La fidelidad en la seleccién de las mismas areas en los pacientes al inicio, a los 24 y
a los 48 meses se garantizé colocando un marcador facial que aseguraba la
colocacion exacta de la cabeza del paciente en las sucesivas exploraciones.
Posteriormente se utilizaron referencias anatomicas intracraneales (plano

esfenoidal, linea cervical posterior) para el planteamiento exacto de los cortes.

1.5. Seguimiento.

Se administré Interferon Beta 1 a (Avonex ®, Biogen, EE.UU.) por via

intramuscular a una dosis de 6 millones de unidades (30 mcg) semanales.

Todos los pacientes fueron seguidos durante un periodo minimo de 24 meses.
Trimestralmente se evalu6 la discapacidad mediante la EDSS, el NRS, el Al y el
MSEFC. Se les extrajo sangre cada tres meses siendo analizadas todas las muestras
en el mismo laboratorio, por las mismas personas, utilizando el mismo equipo y
siguiendo el mismo protocolo. La ERM se realiz6 tres veces: al inicio del estudio, a
los 12 meses y a los 24 meses. La ERM se llevo a cabo el mismo dia que el examen
neuroldgico, por el mismo neuroradiélogo, en el mismo centro, utilizando el mismo
equipo de resonancia magnética y siguiendo el mismo protocolo. El
neuroradidélogo fue ciego a los resultados de los examenes neurolégicos y todos los

neurdlogos fueron ciegos a los resultados de la RM.
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Los Pacientes pertenecientes al Hospital Virgen Macarena (n = 13) han sido
seguidos por un minimo de 12 afios mas, con revisiones trimestrales y siempre que
hayan avisado por brote, estimando su discapacidad en este tiempo utilizando la

escala EDSS y almacenandola en una base de datos informatizada (iMED).

1.6. Analisis estadistico

Los datos se introdujeron en el programa SAS y se llevé a cabo un analisis

estadistico descriptivo y analitico.

Las Frecuencias absolutas y los porcentajes se utilizaron para la descripcion de las
variables categoricas utilizando el programa SAS PROC TABULATE / BASE

(software SAS version 6,12, Cary, Carolina del Norte de 1989 a 1996).

La media, la desviacién estandar (DE), mediana, rango intercuartil y los cuartiles
superior e inferior se utilizaron para la descripcidon de las variables numéricas,

utilizando el programa SAS PROC TABULATE / BASE.

La correlacion entre las diferentes variables se determin6 mediante el coeficiente
de Spearman (teniendo en cuenta las variables como ordinal) y el coeficiente de
Pearson (teniendo en cuenta las variables como cuantitativa). Se realiz6 una
comparacion entre el area de la SBAN en pacientes con EM y los controles y entre

lesion sustancia blanca (LSB) y SBAN dentro del grupo de pacientes.
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Para calcular el grado de asociacion y el acuerdo entre los principales indices de la
capacidad funcional y la resonancia magnética, las variables se dividieron y la
mediana fue tomada como referencia. A continuacion, se aplicé la prueba de Chi-

cuadrado.

Para garantizar la coherencia internas de las mediciones se dividi6 la muestra total
de pacientes en dos sub-muestras, cada una con la mitad de los pacientes y la
estabilidad de los parametros que determinan las mediciones se verifico. Asi por
ejemplo los valores promedio y la mediana de ERM fueron muy similares, lo que

nos lleva a pensar que se trata de una medida estable.
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2. METODOLOGIA UTILIZADA EN EL ESTUDIO DE VALIDACION DE LOS

CRITERIOS DE OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DE LA CMSWG.

2.1. Diseiio

Estudio Ad Hoc: Analisis retrospectivo de un estudio longitudinal de 5 afios de

duracion con seguimiento trimestral.

2.2. Poblacion estudiada

Se revisaron 55 pacientes de nuestra base de datos que fueron diagnosticados de
EMRR segun los criterios de Poser, y que habian sido tratados con interferén 3 1a
IM 30 mg / semana. Estos pacientes comenzaron el tratamiento entre enero de
1998 y mayo de 2004 y fueron objeto de seguimiento prospectivo. Los pacientes
fueron evaluados al menos cuatro veces al afio para determinar su discapacidad y
el nimero y gravedad de los brotes. La discapacidad de los pacientes se midid

usando la escala EDSS de Kurtzke por neurdlogos capacitados

2.3. Optem

Optem es una herramienta informatica desarrollada por nuestro grupo, que

permite la optimizacion de la respuesta terapeutica basadas en criterios de la

CMSWG de manera objetiva, facil y automatica.

2.4. Evaluacion y seguimiento clinico.
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Las Recomendaciones de Optimizacion de Tratamiento (ROT) se aplicaron de
forma retroactiva a nuestros pacientes. Los criterios utilizados se basaron en el
modelo analégico modificado CMSWG, pero los datos de imagen no se

consideraron porque la RM no se realizd en todos los casos.

Los pacientes fueron evaluados durante 1 afio obteniendose datos de la actividad
de la enfermedad por brotes y la tasa de progresion y los sujetos fueron asignados
a dos grupos de acuerdo con las ROT. Los niveles de preocupacion eran " cambio el
tratamiento " (C) y " no cambio” (N). De acuerdo con el modelo analdgico, si todos
los tres elementos eran bajos, dos de ellos eran medio o cualquiera era alta,
entonces era probable que la respuesta al tratamiento fuera subdptima y el

tratamiento deberia haber sido cambiado.

Estas evaluaciones se compararon con los resultados clinicos observados de
actividad de la enfermedad en los afios siguientes. Los pacientes fueron evaluados
hasta que el neurdlogo decidi6 cambiar o suprimir el tratamiento
inmunomodulador. Para evaluar la evolucion de los pacientes en cada grupo, se
calcul6 el numero de ataques por afio y EDSS para cada afio (2 2,3 2,42y 5 2) para
cada paciente, y se contrastaron las medias de cada grupo de decisién (C o N).
También se uso la tasa de ataques, y la tasa de cambio de la progresion de EDSS,

para el intervalo de 4 afios (segundo-quinto) para comparar los dos grupos.

2.5. Analisis estadistico
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Los datos fueron procesados utilizando la version 11.0.0 del paquete estadistico

SPSS, y se llevo a cabo un analisis estadistico descriptivo y analitico.

La media, la desviacidn estandar, la mediana y los cuartiles superiores e inferiores

fueron utilizados para la descripcidon de las variables numéricas. Se llevo a cabo

una comparaciéon entre el grupo de " cambio de tratamiento " y el grupo "no
cambio de tratamiento" en relacion a la recaida y los datos de progresion,

utilizando el analisis univariante de la varianza.

La sensibilidad del algoritmo se calcul6 como el nimero de pacientes considerados
como C (necesidad de cambio) en el programa del total de los pacientes
considerados como no respondedores después de considerar la evolucion real. La
especificidad del algoritmo se calculé como el nimero de pacientes que responden
al tratamiento en relacion con los pacientes considerados como N (sin necesidad

de un cambio segun el algoritmo).
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3. METODOLOGIA UTILIZADA EN EL ESTUDIO DE FARMACOGENOMICA.

3.1. Diseiio.

Se us6 una aproximacion tipo GWAS para identificar diferentes single nucleotide
polimorphism ligados a la diferente respuesta de los pacientes frente a interferén

beta.

3.2. Poblacion estudiada.

Se llevé a cabo la recoleccion de casos no relacionados de pacientes afectos de EM.
[gualmente se disefi6é una base datos que integré los datos clinicos disponibles de

cada paciente con sus genotipos en cada locus.

3.2.1. Tamafio muestral.

Se recogi6 informacion de respuesta al tratamiento con interferén de un total de
149 individuos de los 286 pacientes incluidos previamente en un GWAS de
esclerosis multiple. Esto es asi pues era necesaria la recogida de numero suficiente
de pacientes EM, con objeto de efectuar ensayos intra cohorte y correlaciones

fenotipo-genotipo.

3.2.2. Criterios de inclusidn.
Los pacientes cumplian criterios de EM clinicamente definida por criterios de
Poser, 1983 y/o Mc Donald, 2010 y estaban como primer tratamiento con algunos

de los interferones actualmente aprobados por el SAS desde hacia al menos 12
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meses.

Se obtuvo un consentimiento informado de cada paciente incluido en la cohorte de

acuerdo con la hoja de informacion y los modelos establecidos.

3.3. Evaluacion y seguimiento clinico.

Estos pacientes fueron objeto de un seguimiento prospectivo, siendo evaluados
cuatro veces al afio durante al menos 12 meses obteniendose datos de la actividad
de la enfermedad, determinando el numero y gravedad de los brotes y su
discapacidad usando la escala EDSS de Kurtzke. Las Recomendaciones de
Optimizacion de Tratamiento, recogidas en el software Optem®, se aplicaron de
forma retroactiva a nuestros pacientes. Los pacientes fueron evaluados segun los
brotes, la tasa de progresion y RM, en caso de tenerla, y fueron asignados a dos

grupos de acuerdo con las ROT. Los niveles de preocupacion fueron " no

respondedores "y " respondedores".

3.4. Extracciéon y crio-preservacion de ADN

Detalles sobre las intervenciones en los pacientes:

1. Informacién al paciente seleccionado acerca de las caracteristicas del
proyecto y sus riesgos y beneficios.

2. Obtencién de consentimiento informado escrito de todos los pacientes
incluidos en el estudio. El consentimiento informado contiene el c6digo de barras

correspondiente al paciente y sus datos personales. Este documento fue retenido y
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archivado en el centro de investigacion clinica.

3. Una vez que el paciente otorg6 su consentimiento informado, se obtuvieron
15 ml de sangre periférica mediante venopuncion periférica. Esta intervencion la
realizé personal cualificado del Hospital Universitario Virgen Macarena. Los viales
para esta extraccidn eran pre-codificados. Es decir, incluian un cédigo de barras
coincidente con el cddigo de la hoja de recogida de datos de cada paciente.
Mediante este sistema de pre-codificacion el personal del laboratorio nunca tenia
acceso a los datos personales de los pacientes incluidos en el estudio. Por tanto, se
garantizaba que las muestras obtenidas estaban anonimizadas antes de su envio al
laboratorio.

4.  Las muestras sanguineas de los pacientes se almacenaron a -202C hasta un
maximo de 30 dias. Se efectuaron envios periddicos del material sanguineo a las
instalaciones de los laboratorios para su procesado.

5. Se efectu6 una recogida de los datos clinicos y epidemiologicos mas
relevantes de cada paciente.

6. Las muestras sanguineas obtenidas fueron procesadas en los laboratorios
para la obtencién de ADN de alto peso molecular empleando la tecnologia
magnapure y fueron criopreservadas a -202C. Los datos clinicos adscritos de cada
muestra fueron procesados y organizados en bases de datos relacionales para su
utilizacién en el rastreo de genes candidatos de la patologia en estudio.

7. Tras la finalizacion del estudio, todas las muestras excedentes pasaron a ser
custodiadas por el Biobanco Hospitalario Virgen Macarena. El Biobanco
Hospitalario Virgen Macarena esta integrado dentrode la Red Nacional de
Biobancos (Subprograma RETICS, RED DE BIOBANCOS-ISCIII) y es miembro activo

del grupo de trabajo para el desarrollo del Biobanco del Sistema Sanitario Publico
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de Andalucia.

3.5. Estudios moleculares.

Tecnologias de investigacion de gendmica estructural empleadas: Ensayos de DNA

arrays empleando la nanotecnologia Affymetrix.

El uso de esta plataforma tecnolégica permite el rastreo de 264,000 marcadores
genéticos de un solo polimorfismo (SNPs) en un paciente determinado. Dichos
marcadores se encuentran distribuidos de forma aleatoria a lo largo de genoma
con una distancia intermedia de 16 Kb, optimizando asi su uso para estudios
genéticos caso-control y estudios de ligamiento genético. Por otro lado, dado que la
tecnologia de genotipado es perfectamente cuantitativa, permite el estudio de
dosis génica de una forma locus- especifica. Esto se ha revelado de especial interés
en dos ambitos distintos, por un lado al posibilitar el estudio de amplificaciones
génicas en tejidos tumorales, y desde el punto de vista puramente estructural, al
posibilitar el estudio de marcadores de copia variable (CNVs). El protocolo que se
siguié requirié de un total de 4 dias por paciente, y fue necesario partir de una
muestra de ADN de alto peso molecular y gran pureza, con un cociente
0D260//0D280 de 1,8-1,9. Se tomaron 250 ng de cada muestra de ADN y se
digirieron parcialmente con una enzima de restriccién denominada Nsp I. Esta
corto especificamente en los sitios “Purina-CATG-Pirimidina”, con lo que se redujo
inicialmente la complejidad del genoma y dejando un extremo de cadena simple
colgante en cada extremo. Una vez terminado el tiempo de digestion, se realiz6 una

reaccion de ligacion con un adaptador universal que es compatible con los
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extremos de cadena simple del paso anterior. Hecho esto, se realizé una reaccion
de PCR, usando un oligonucledtido compatible con dicho adaptador. Asi,
obtuvimos una amplificaciéon de los fragmentos que se hibridaron en el microarray.
Previo a éste paso, los fragmentos de PCR se purificaron y se redujeron de tamafio
usando la enzima DNAsa I. Ademas, se les incorpord una molécula de biotina en su
extremo. Asi, se hibridaron los productos digeridos y marcados durante toda la
noche. Posteriormente, se lavaron de forma automatica los chips y se procedié al
revelado de los mismos. Durante el escaneado de los microarrays, el software
detecta y cuantifica la intensidad de luz en cada punto del microchip e interpreta si
para cada SNP que se interroga, el paciente es homocigoto para cada uno de los

alelos, o heterocigoto.

3.6. Analisis estadistico de la respuesta al tratamiento.

Todos los andlisis se efectuaron en el paquete estadistico SPSS. Se evalud la
asociaciéon entre los marcadores y la respuesta mediante modelos de regresion
logistica usando el comando “logistic” de plink y asumiendo un modelo aditivo. Se
utilizaron modelos sin ajustar y también modelos ajustados en los que se
introducen como covariables la edad de aparicién de los primeros sintomas, el
sexo, y el tipo de EM (Remitente Recurrente, Progresiva Secundaria, y de sintomas

aislados).

Se decidié hacer uso de la informacién obtenida en un analisis univariante de
asociacién previamente realizado en el que se compararon 286 casos de esclerosis

multiple con 767 controles poblacionales. Para ello se seleccionaron como
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candidatos para un primer andlisis aquellos marcadores que resultaron estar
asociados a la enfermedad con un valor de p por debajo de 0.001. En un segundo
analisis se utilizaron todos los marcadores (con independencia de que estén o no

asociados a la enfermedad) con idéntica metodologia.

Se realiz6 un “Manhattan plot” con los resultados no ajustados del test de

respuesta a interferdn para todos los marcadores por cromosomas.

3.7. Etapas.

El proyecto se dividié en 3 fases:

Fase I: reclutamiento de casos

Fase II: Genotipacion de casos empleando Affymetrix

Fase III: Analisis de datos: estudios univariantes (Plink)
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VII. Resultados.

119



1. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DEL EFECTO DEL INTERFERON £
1 a IM SOBRE MARCADORES DE DEGENERACION AXONAL Y DE OXIDO

RREDUCCION.

1.1. Demografia de los sujetos y caracteristicas clinicas

El grupo en estudio estaba formado por 31 pacientes (9 varones y 22 mujeres) con

el diagnostico de esclerosis multiple clinicamente definida remitente recurrente.

Las caracteristicas clinicas se pueden apreciar en la tabla.

Media SD Mediana min. Max
Edad (afios) 38.6 8.4 32 18 48
Tpo. hasta TTO (afios) 6.5 6 4 1 19
Tpo. Evolucién (afios) 18.4 5.2 16 14 31
Brotes 1 afio antes tto 1.9 0.61 2 1 4
Brotes 1 afios tras tto. 0.6 0.9 0 0 4
EDSS 0 m 22 0.9 2 1 5.5
EDSS 12 m 2.3 1.2 2 0 5.5
EDSS 24 m 2.4 1.3 2 1 6.5
EDSS 60 m 4.07 1.6 4 1 6.5
EDSS 120 m 5.4 2.5 5 1.5 10
EDSS 144 m 5.6 2.5 5 2 10
MSFC 0 m 0.22 0.6 0.18 -1.3 1.48
MSFC 12 m 0.38 0.7 0.38 -1.85 1.9
MSFC 24 m 0.26 0.5 0.26 -0.48 1.09

El grupo de control sano se componia de 10 pacientes (5 hombres y 5 mujeres) con

una edad media de 42,5 afios * 24 afios (mediana 42, rango 14-74).
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1.2. Concentracion de metabolitos.

Como dijimos anteriormente, RM y ERM se obtuvieron para cada paciente en
intervalos de 12 meses durante dos afios. Hubo una variacion estadisticamente
significativa en la variacion de los valores de las ratios NAA / Cr en los pacientes
con esclerosis multiple. A pesar de ello los valores medios fueron casi idénticos, lo

que indica una clara distribucion Gaussiana.

Metabolitos |Media SD Min Max
NAA/CrOm |1.67 0.18 1.38 2.01
NAA/Cr12m |1.58 0.19 1.28 2.02
NAA/Cr24m |1.61 0.26 1.26 2.33
Ch/Cr0Om 0.89 0.18 0.61 1.39
Ch/Cr12m |0.86 0.19 0.64 1.38
Ch/Cr24m |[0.85 0.18 0.49 1.35
ml/Cr0m 0.64 0.1 0.44 0.88
ml/Cr12m [0.67 0.1 0.32 0.85
ml/Cr24m |0.64 0.1 0.44 0.85

La media de la ratio NAA / Cr en 10 controles sanos fue de 1,73 con una desviacion

estandar de 0,24, los valores variaron desde 1,47 hasta 2,1. La ratio Ch / Cr fue de
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0.86 con una desviacion estandar de 0.11 y la del ml / Cr fue de 0.61 con una

desviacion estandar de 0.11. No se detectaron lesiones T2 en estas personas.

1.3. Concentracion de grupos sulfidrilos en suero.

Se extrajo sangre de manera trimestral durante los dos afios que duro el estudio.

La variacion de los grupos sulfidrilos se puede ver en la tabla que hay

acontinuacion.
Sulfidrilos Media SD Min Max
Basal 293.67 65.2 172 408
3m 265.6 80.1 163 490
12 m 228.2 83.7 66 333
24 m 220.9 111 72 532

1.4. Correlacion entre la concentracion basal de metabolitos y

parametros clinicos basales.

los

La correlacion entre la EDSS y el ratio NAA / Cr en SBAN fue - 0,38 (p <0,03) que es

estadisticamente significativa.

No se encontr6 correlacién entre el valor de NAA / Cr en SBAN con las otras

escalas de discapacidad (MSFC, Al y NRS).
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1.5. Correlaciones del n2 de brotes.

El nimero total de brotes durante el primer afio de tratamiento, es decir, la
actividad inflamatoria existente en los pacientes a pesar del tratamiento, se
correlaciona de manera significativa con la discapacidad a corto y medio plazo,
tanto con la EDSS alos 12 meses (r = 0.7, p = 0.005), 24 m (r = 0.6, p = 0.027), 72 m
(r=0.6,p=0.03),84m (r=0.7,p=0.009),96 m (r = 0.6, p=0.013), 108 m (r = 0.6,
p =0.022),120 m (r = 0.6, p = 0.016), 144 m (r = 0.7, p = 0.013) y con el Indice de
progresion de estos 12 afios de tratamiento (r = 0.6, p = 0.045). En todos los casos
la relacion es directamente proporcional, es decir, a mayor numero de brotes

mayor discapacidad.

Asi mismo, el nimero total de brotes durante el primer afio de tratamiento, se
correlaciona con los niveles de mioinositol de manera dual:

En relacion a la perdida de inositol durante el primer afio la relaciéon es
inversamente proporcional, es decir, los pacientes que mas brotes tienen durante
el primer afio son los que mas mioinositol pierden (r =- 0.6, p = 0.036).

Durante el segundo afio la relacién es directamente proporcional, es decir, los que
mas brotes tuvieron durante el primer aflo son los que mas mioinositol van a

acumular a partir del segundo afio (r = 0.8, p = 0.013).

No hemos obtenido correlaciones significativas entre este valor y los valores del

LCR, los linfocitos B, Linfocitos CD56, células NK (excepto con la variacion de las

células NK en el primer afo de tratamiento, r = -0.5, p = 0.04), ni con los valores de
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oxidorreduccion ( con excepcidn de variacidn de los grupos sulfidrilos en el primer

semestre y el numero de brotes el 22 afio, r = 0.6, p = 0.03).
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1.6. Correlaciones de la progresion.

No hemos encontrado correlacion entre los distintos niveles de discapacidad y los
valores de LCR, ni con los linfocitos B, linfocitos CD 56 ni células NK. Si lo hemos
encontrado con el nimero de brotes durante el primer afio de tratamiento tal y

como hemos dicho anteriormente.

1.6.1. Con N Acetil Aspartato (NAA).

El indice de progresion (asi como los distintos niveles de discapacidad segun la
escala EDSS desde los 36 meses hasta los 144 meses) se correlaciona de manera
significativa con la perdida de NAA durante los dos primeros afos de
tratamiento (r = - 0.7, p= 0.035), es decir, los pacientes que aumentan los niveles
de NAA durante los dos primeros afios de tratamiento progresaran menos o no

progresaran en comparacion con aquellos que lo pierden.
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A su vez esta perdida de NAA se relaciona de manera inversamente proporcional
con la perdida de grupos sulfidrilos en los primeros 12 meses tras la
introduccion del tratamiento (r = - 0.8, p = 0.02), es decir, los pacientes que
incrementan los niveles de NAA (y por lo tanto progresaran menos) corresponde a
los que el tratamiento disminuye mas los grupos sulfidrilos durante estos 12

meses.
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Existe asi mismo una relacién entre la disminucion de los linfocitos CD 56
durante el primer afio y estos grupos sulfidrilos, es decir, estos grupos
disminuiran mas en aquellos pacientes que mas disminuya los niveles de CD 56 en

el primer afio (r=0.7 y p = 0.009).
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Hay una tendencia entre la perdida de sulfidrilos durante el primer afio y el

indice de progresion de estos 12 afios (r = 0.6, p = 0.056).
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1.6.2. Con colina.

Se obtuvo una correlacion estadisticamente significativa entre el indice de

progresion (y entre cada EDSS desde el mes 72 hasta los 144 meses) y la perdida

de colina tras los dos afios iniciales de tratamiento (r=-0.77, p = 0.013).
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PERDIDA CH DOS ANOS

O Observado
— Lineal

757

(o]

507

257

00

-,25]

T T T T T T
,00 10 20 30 40 50 60

INDICE PROGRESION

Esta es inversamente proporcional, es decir, a mas colina se gana en los dos afios
menos indice de progresion tienen los pacientes. Otra forma de ver esto es un box

Plot en la cual al aplicar la prueba de la T student es estadisticamente significativa.
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Al igual que ocurria con el NAA, esta perdida de colina se relaciona de manera
inversamente proporcional con la perdida de grupos sulfidrilos en los primeros
12 meses tras la introduccion del tratamiento (r = - 0.9, p = 0.001), es decir, los
pacientes que incrementen los niveles de colina (y por lo tanto progresaran menos,
segin acabamos de ver) son los que mas disminuya los grupos sulfidrilos el

tratamiento durante estos 12 meses, cosa que también se ve con un Box Plot.
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Es evidente que tanto los resultados del NAA como de la colina son homogéneos y
es que ambos estan relacionados estadisticamente (r = 0.9, p = 0.001). Los
pacientes que aumentan el NAA en los dos afios post tratamiento también son los

que incrementan los niveles de colina.
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Por el contrario existe una relacion inversa entre la perdida de colina en los dos
afios de tratamiento y la perdida de inositol durante el segundo afio (r=- 0.7, p =
0.038). Los pacientes que pierden mas colina son los que mas inositol van a ganar

en el segundo ano.
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La perdida de colina durante el primer afio de tratamiento también se correlaciona
de manera significativa con el indice de progresion (r = - 0.67, p = 0.017) y con las

EDSS desde los meses 48 al 144.

PERDIDA CH ANO 1
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Al igual que sucedié con la perdida de colina en los dos afios de tratamiento esta
también se relaciona con la perdida de NAA en los dos afios de tratamiento (r = 0.8,

p = 0.005).

1.6.3. Con Mio inositol.
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De la perdida de inositol durante el segundo afio ya hemos visto ciertos aspectos
importantes: se relaciona de manera directa con el numero de brotes durante el
primer afio de tratamiento y de manera inversa con la perdida de colina durante

los dos afios de tratamiento.

Desde el punto de vista de la progresion se relaciona con el indice de progresion (r
= 0.8, p = 0.016) en base a relacionarse con las EDSS en los ultimos estadios
observados (EDSS 84 m, EDSS 108 m, EDSS 132 m y EDSS 144 m) aumentando su

significacién a medida que incrementamos el tiempo de observacidn.
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Es decir, los pacientes que incrementen los niveles de inositol durante el segundo
afio de tratamiento son los que mas progresaran y mayores niveles de

discapacidad alcanzaran.

1.6.4. Oxido reduccion.

También se obtuvo, aparte de lo ya comentado de la perdida de grupos sulfidrilos
en el primer afio de tratamiento, una correlacion estadisticamente significativa
entre la perdida de grupos sulfidrilos durante el primer trimestre de
tratamiento y diferentes niveles de discapacidad a corto plazo; EDSS 24 m (r =
0.6, p=0.017),EDSS 36 m (r = 0.6, p = 0.032), EDSS 48 m (r = 0.7, p = 0.003), EDSS
60 m (r = 0.7, p = 0.005), EDSS 72 m (r = 0.6, p = 0.024), EDSS 84 m (r = 0.6, p =
0.014), EDSS 96 m (r = 0.6, p = 0.014). A partir de ahi la significacion disminuye

solo siendo significativa a los 120 meses (r = 0.6, p = 0.047) posiblemente de

137



manera anecdética y con tendencias a los 132 m (r = 0.5, p = 0.057) y 144 m (r =

0.5, p = 0.051), por lo que el indice de progresion no es significativo desde el punto

de vista estadistico.
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1.7. Implicacion practica de estos resultados.

La Espectroscopia de Resonancia Magnética es una herramienta que puede
desempefiar un papel importante en los estudios sobre la historia natural de la
enfermedad y la evaluacion del tratamiento inmunosupresor o inmunomodulador

en los ensayos clinicos.

EDSS parece reflejar la existencia de discapacidad irreversible probablemente
relacionado con la degeneracion axonal, mientras que el MSFC no parece hacerlo.
MSFC es probablemente una medida mas sensible de tanto la carga global de la

enfermedad y la carga lesional que a la pérdida axonal.
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2. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE VALIDACION DE LOS

CRITERIOS DE OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DE LA CMSWG.

2.1. Demografia de los sujetos y caracteristicas clinicas

Obtuvimos datos de 55 pacientes (10 varones, 45 mujeres) en tratamiento con [FN
Bla IM durante 51 meses (18-84 m). El nimero medio de brotes en los dos afios
anteriores fue de 2,5 (rango 2-7) y la EDSS basal fue de 1,8. El status "cambio de
tratamiento " estado fue asignado al 22/55 pacientes (40%) y el de "no cambio de
tratamiento " a 33 pacientes (60%). La Tabla 1 presenta los datos demograficos y
las caracteristicas clinicas de los dos grupos de pacientes, no hubo diferencia en las

caracteristicas basales de ser observados.

CAMBIAR NO CAMBIAR
Pob. 22 33
Tiempo. TTO (meses) 52,5 51,18
EDSS 0 1,86 1,87
Brotes 2 a antes Tto 2,72 2,3
Brotes 1a antes Tto 1,91 1,94
Edad en debut 27,3 27
duracion enfermedad 13,7 12,6

Durante los dos primeros afios de tratamiento (un afio antes y un afio después de
la optimizacidn), todos los pacientes continuaron con el mismo tratamiento, dosis
y via de administracion. Durante el tercer afio, 10 pacientes cambiaron el
tratamiento, frente a 12 en el cuarto afio y 9 mas durante el transcurso del quinto
ano. Al final del seguimiento, 9 de 22 (41%) del grupo de no cambiar tratamiento y
14 de 32 (44%) del grupo Cambiar tratamiento continué con el mismo
tratamiento, dosis y via de administracion. Estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
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2.2. Sensibilidad y Especificidad

La sensibilidad, estimada segtn el estado de los pacientes durante la ultima visita,

fue 73.9%, la especificidad fue del 84,4% y el VPP fue del 77,3%.

2.3. Tasa de brotes durante los anos 2-5

La Figura 1 muestra la tasa de brotes durante cada afio del periodo de seguimiento
(segundo-quinto afio). Las diferencias entre los grupos cambiar (C) y no cambiar
(NC) se manifiestan desde el segundo afio (0,52 + 0,67 vs 0,39 + 0,7, p = 0,5, C vs
NC, respectivamente), aumentan a partir del tercer afio (0,61 + 0,77 vs 0,34 + 0,68,
p = 0,24 C vs N(C, respectivamente) y en el cuarto afio (0,60 * 0,51 vs 0,26 * 0,56, p
= 0,07 C vs NC, respectivamente), pero no fueron estadisticamente significativas

hasta el quinto afio (0,7 £ 0,66 vs 0,07 + 0,26, p = 0,001 C vs NC, respectivamente).

—e—CAMBIAR
—8—NADA

RR

Afio - 1 Afi02 A0 3 ARO 4 Aflo 5
YEAR

141



Al considerar la tasa de brotes del total del periodo de seguimiento (el periodo que
abarca el segundo a quinto afio) de los pacientes que completaron el seguimiento
sin cambios en el tratamiento y los que si lo cambiaron se observaron que las

diferencias eran claramente significativa (C: 1,72 + 1,58; NC: 0,85 + 1,20, p = 0,02).

2.4. Progresion durante aios 2-5

Al analizar la progresion de la EDSS (Figura 2), se observé una diferencia
estadisticamente significativa a partir del segundo afio (3,47 * 1,45 en el grupo C
vs 2.37 £ 1.17 en el grupo N, p = 0,003). Esta diferencia se mantuvo después del
tercer afo (3,86 + 1,67 en el grupo Cvs 2,57 * 1,54 en el grupo N, p = 0,01), cuarto
(4,42 + 1,69 en el grupo Cvs 2,63 + 1,54 en el grupo N, p = 0,003) y quinto afio de
seguimiento (4.28 + 1.6 en el grupo C vs 2,68 * 1,7 en el grupo N, p = 0,04). El
indice de progresién del periodo de seguimiento (desde la visita de los 12 meses
hasta la ultima visita) fue mayor en el grupo que se consideraba que debiera haber
cambiado en comparacion con el grupo que se consideraba no debiera haber

cambiado (C: 0,29 + 0,34, N: 0.13 £ p = 0,03).
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2.5. Implicacion practica de estos resultados.

El Optem® es un software desarrollado por nuestro grupo, que permite una

optimizacién de los cambios de tratamiento basadas en criterios CMSWG objetiva,

facil y automatica.
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3. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE FARMACOGENOMICA.

3.1. Demografia de los sujetos y caracteristicas clinicas

Se seleccionaron a 149 pacientes con Esclerosis Multiple Clinicamente Definida en

tratamiento con Interfer6n como farmaco de primera eleccidn. Sus caracteristicas

demograficas se exponen a continuacion.

No Respondedor Respondedor Todos
No. % No. % No. %

Sexo

Femenino 62 72.9% 41 64.1% 103 69.1%
Masculino 23 27.1% 23 35.9% 46 30.9%
Tipo EM

RR 65 76.5% 57 89.1% 122 81.9%

SP 20 23.5% 7 10.9% 27 18.1%
H2 Familiar

No 75 88.2% 51 79.7% 126 84.6%
Si 10 11.8% 13 20.3% 23 15.4%
Interferon

Avonex 26 30.6% 16 25% 42 28.2%

Betaferdon 33 38.8% 23 36% 56 37.6%

Rebif 26 30.6% 25 39% 51 34.2%
Total 85 100.0% 64 100.0% 149 100.0%
Caracteristicas de la muestra (variables categoéricas)

N Media SD Min Max

Edad debut

respondedores 85 27,7 8,7 11 46

no respondedores 64 31,6 9,0 16 56
Edad

respondedores 85 41,0 9,4 25 64

no respondedores 64 42,8 11,1 23 72
indice de Link

respondedores 63 1,16 0,65 0,39 3,00

no respondedores 45 1,08 0,72 0,35 4,06

Caracteristicas de la muestra (variables continuas)
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3.2. Correlacion entre los marcadores genéticos y la respuesta terapéutica.

Dentro de los 367 marcadores seleccionados tan solo 13 resultaron estar
asociados a respuesta terapéutica utilizando un umbral de significacion estadistica
de p<0.05 en el andlisis crudo. En el analisis ajustado solo nueve de estos
marcadores conservaron la significacidn estadistica, que también alcanzaron otros
cinco marcadores no asociados en el analisis crudo. La tabla 1 muestra los

marcadores asociados en alguno de los dos analisis.

Si ampliamos el andlisis a cualquier marcador sin exigir que este asociado con EM
el nimero de marcadores seleccionables aumenta significativamente. Por este
motivo elevamos el umbral de significacion estadistica hasta 0.0005 y aun asi
detectamos un total de 34 marcadores asociados en el analisis crudo y 27 en el

ajustado (15 de ellos comunes). La tabla 2 muestra estos resultados.

La figura 1 muestra en un “Manhattan Plot” los resultados no ajustados del test de

respuesta a IFN para todos los marcadores por cromosomas.
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Tabla 1. Marcadores asociados con respuesta a IFN y asociados a esclerosis multiple

Chr SNPs
1 | 11208331
S | 3923169
6 | 9275765
6 | n9275772
6 | 9275793
6 | 13130534
6 | 16903273
7 | 2168589
7 | 11185603
8 | 57821033

11| rs208681

11 rs11221580
12| 722248
13 | 2763416

13 | 2585564
14 | 517123869

17 | rs11080230
18 | 517079178

Nota: Los resultados en rojo indican significacion estadistica usando 0.05 como punto de corte

MA Freq.
¥

A 013
A 016
A 025 |
T | 025 |
G | 025
A 043
G 012
A | 025
G | 023
c 007
T | 022
A 016 |
A | 017
A 031
T | 031
T | 014 |
c 007!
c | 014

Crude Analysis

N OR| P
149 179  0.086
149 242 | 0.006
147 041 0003 |
149 043 0004 |
149 043 | 0.004
148 180 0028
149 042 | 0033
149 151 | 0112
149 144 0182
147 557 | 0.002 |

148

149

147
149

149

149

149

144

1.84

191 |
0.56
1.67

167 |
201

027 |
1.74

0.044

0.046

0.080

0.046 |
0.046
0.040 |

0.023 |
0.090

Adjusted Analysis
N | OrR P
147 | 213 0033
147 | 273 0,005
145 | 040 0004
147 | 042 0005
147 | 042 0.005
146 | 175 0052
147 | 047 0075
147 | 178 0041 |
147 | 183 0042
145 | 604 0002
146 | 192 0039
147 | 191 0056
145 | 048 0040
147 | 194 0016
147 | 194 0016
147 | 204 0054
147 | 021 0012
142 | 223 0028

Gen

VPS45

MAT2B
WWwcCl1
0ODZ2

HLA-DQB1

HLA-DQA2

HLA-DQBI1

HLA-DQA2

HLA-DQBI1

HLA-DQA2

POUSF1
HLA-C
HCG27

Cé6orf195
MYLK4

ZpPBp
IKZF1
CTorf72

ZpBp
IKZF1
CTorf72
IKZF1

[DO1
CBorf4
[DO2

ABTB2
CAT

CNTNS
STRSIAL

EDNRB
POU4F1

EDNRB
POU4F1

T™XI1
FRMD6

ACCNI1

DSEL
™X3

Posicion

intron
downstream
upstream
upstream
upstream
upstream
upstream
upstream
upstream
upstream
upstream
downstream
downstream

upstream
downstream
upstream
upstream
downstream
upstream
upstream
downstream
upstream
downstream
upstream
downstream
upstream
upstream
ntron
ntron
upstream
downstream
upstream
downstream
downstream
upstream
ntron
upstream
downstream
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Tabla 2. Marcadores asociados con respuesta a IFN (p<0.0005)

A Crude Analysis Adjusted Analysis
Chr SNPs Freq. Gen Posicion
“ N|/OorR P N OR P

1 rs12057961 | C | 0.08 | 149 | 6.54 | 0.0004056 | 147 |5.13| 0.002423 LPHN2 downstream
TTLL7 downstream

1 rs6426525 | T | 0.47 | 148 | 0.37 | 0.0004205 | 146 | 0.43| 0.003807 RAB4A upstream
RHOU downstream

2 |rs17653822| C | 0.41 | 148 | 2.15 | 0.002333 | 146 [2.72/0.0003887 PUM2 upstream
RHOB upstream

2 rs1990842 | C | 0.31 | 148 | 2.61 | 0.0004702 | 146 |3.06|0.0001957 LRP2 intron
3 rs6772373 | G | 0.37 | 149 | 2.66 | 0.0003205 | 147 [2.90|0.0002619 EDEMI1 downstream
GRM7 upstream
3 rs4516558 | G | 0.28 | 147 | 3.27 | 5.72¢-05 | 145 |3.80 | 3.555¢-05 UBE2E2 downstream
UBE2E1 upstream
3 |rsl0433346| C | 031 | 149 | 2.73 | 0.0003313 | 147 |3.27/0.0001237 RASA2 downstream
RNF7 upstream

4 | rs10805288 | A | 0.39 | 149 | 2.00 | 0.004993 | 147 |2.78|0.0003475 PCDH7 upstream
STIM2 downstream

4 rs6827298 | A | 0.46 | 148 | 2.32 | 0.0005851 | 146 |2.580.0004159 | RASGEFI1B upstream
HNRNPD downstream
4 rs3749480 | A | 0.24 | 147 | 3.20 | 0.0002009 | 145 |3.16|0.0005059 NEIL3 downstream
AGA downstream

4 rs3805167 | G | 0.24 | 149 | 3.11 | 0.0002484 | 147 |3.07 |0.0006339 AGA intron
5 rs4392595 | A | 049 | 148 | 0.41 | 0.0003601 | 146 | 0.46| 0.003555 MTRR downstream
SEMASA downstream
5 rs6897261 | G | 0.24 | 149 | 0.35 | 0.001027 | 147 [0.29 |0.0004178 RAB3C downstream
PDE4D downstream
5 |rs17488000 | A | 0.29 | 148 | 0.28 | 5.554¢-05 | 146 |0.19| 1.243¢-05 CSNKI1G3 downstream
ZNF608 downstream
5 rs7708319 | A | 0.31 | 149 | 0.34 | 0.0001898 | 147 [0.23 | 3.59¢-05 CSNKI1G3 downstream
ZNF608 downstream

5 rs4457062 | C | 0.33 | 147 | 0.36 | 0.0003712 | 145 |0.35|0.0005698 NMUR2 upstream
GRIA1 upstream

6 1s667924 C | 028 | 149 | 043 | 0.004418 | 147 |0.30|0.0004926 TFAP2A upstream
GCNT2 upstream
6 rs9449067 | C | 045 | 146 | 0.46 | 0.002772 | 144 |0.35/0.0003614 BCKDHB downstream
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FAM46A downstream

6 rs4945768 0.27 | 149 | 291 | 0.0002254 | 147 |2.83/0.0007555 C6orf203 downstream

BEND3 downstream

7 rs2717912 0.13 | 148 | 6.28 | 1.093¢-05 | 146 |5.62| 7.315¢-05 NPVF upstream
NFE2L3 upstream

MIR148A downstream

7 rs7811933 0.25 | 149 | 2.63 | 0.0003952 | 147 |2.63/0.0007373 CNTNAP2 upstream
TPK1 upstream

8 rs7838116 0.07 | 149 | 7.92 | 0.0003827 | 147 |7.500.0008351 IDO1 downstream
C8orf4 upstream

8 rs2981079 0.40 | 147 | 2.62 | 0.000161 | 145 |2.500.0005671 HAS2 upstream
ZHX2 upstream

HAS2AS downstream
9 rs6475240 0.49 | 149 | 2.67 | 0.0004299 | 147 |2.740.0006771 | ADAMTSLI1 intron
9 | rs10429480 043 | 149 | 2.44 | 0.0004795 | 147 |2.36| 0.001531 | ADAMTSLI1 intron
9 rs7855848 0.23 | 146 | 2.91 | 0.0006559 | 144 |3.620.0002543 TEK intron
10 | rs17422189 0.12 | 148 | 5.01 | 0.0001623 | 146 |5.380.0001625 WAPAL intron
10 | rs12265661 0.12 | 149 | 522 | 0.0001068 | 147 |5.590.0001028 WAPAL intron
10 | rs17422850 0.12 | 149 | 4.89 | 0.0001968 | 147 |5.130.0002087 WAPAL intron
10 | rs7917841 0.12 | 147 | 431 | 0.00043 145 |4.66|0.0003877 WAPAL intron

10 | rs17526697 0.08 | 146 | 4.74 | 0.002277 | 144 |8.00|0.0003656 KIF20B downstream

HTR7 downstream

10 | rs10509622 0.23 | 148 | 0.29 | 0.0002986 | 146 |0.30|0.0009564 ANKRDI1 upstream
PCGF5 upstream

NUDT9P1 downstream

14 | rs11627573 0.19 | 147 | 3.18 | 0.000347 | 145 |3.56|0.0002625 HMGN2 upstream

NOVALI downstream

STXBP6 upstream

15 rs735504 0.50 | 149 | 2.60 | 0.0001802 | 147 |2.65|0.0003652 PCSK6 upstream

TM2D3 downstream

15 rs746428 0.50 | 149 | 0.40 | 0.0002738 | 147 |0.40|0.0005986 TM2D3 downstream
PCSK6 upstream

15 | rs1992728 042 | 149 | 2.84 | 4.367¢-05 | 147 |2.89 | 9.824¢-05 PCSK6 upstream

TM2D3 downstream

16 |rs12921587 0.39 | 149 | 2.53 | 0.0003331 | 147 |2.50| 0.001063 GOT2 upstream

CDHS8 downstream
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LOC644649 | downstream

17 | rs8066255 | G | 0.20 | 148 | 2.95 | 0.0006041 | 146 |3.520.0002599 HNFI1B upstream
MRPL45 upstream

TBC1D3G upstream

17 | rs9913816 | G | 0.40 | 147 | 0.31 | 4.692¢-05 | 145 |0.340.0003206 AKAPI1 downstream
MSI2 upstream

18 |rs10502438 | G | 0.10 | 149 | 0.15 | 0.0009451 | 147 |0.110.0002262 C18orf45 intron
19 | rs2159074 | C | 0.20 | 148 | 3.21 | 0.0004995 | 146 |3.09 | 0.001322 ZNF254 downstream
UQCRFSI downstream

LOC100101266 | upstream

LOC148145 upstream

19 1s720922 | G | 0.12 | 149 | 426 | 0.0003636 | 147 |3.85] 0.001719 ZNF254 downstream
UQCRFSI1 downstream

LOC100101266 | upstream

LOC148145 upstream

19 1s720923 | A | 0.20 | 147 | 3.34 | 0.000365 | 145 |3.20| 0.001035 ZNF254 downstream
UQCRFSI1 downstream

LOC100101266 | upstream

LOC148145 upstream

20 | rs12481484 | A | 0.18 | 145 | 0.23 | 0.0002215 | 143 |0.27 | 0.001297 SLC24A3 downstream
RPL12 downstream

22 | rs5762870 | T | 0.27 | 149 | 2.10 | 0.005326 | 147 |2.86|0.0004616 XBP1 upstream
ZNRF3 upstream

22 | 152064261 | T | 0.27 | 149 | 2.10 | 0.005326 | 147 |2.86|0.0004616 ZNRF3 intron

Nota: Los resultados en rojo indican significacion estadistica usando 0.0005 como punto de corte

149



Figura 1. “Manbhattan plot” con tests de asociacion de marcadores y respuesta a IFN
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3.3 Implicacion practica de estos resultados.

El andlisis y caracterizacion de biomarcadores permitira la elaboracién de

herramientas predictoras mas sofisticadas y mas precisas y programas de

prevencidn especificos para los individuos en riesgo.
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VIII. Discusion.
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En un futuro nos enfrentaremos a una serie de desafios para conseguir un enfoque
personalizado del tratamiento basandose en metodos cuantitativos. En primer
lugar precisaremos de un conocimiento exacto de la fisiopatologia de la
enfermedad, sobre todo de la progresion, origen de la discapacidad permanente de
esta enfermedad. En segundo lugar necesitaremos definiciones estandarizadas y
validadas de la respuesta a los tratamientos, que deberan ser reconocidas y
aceptadas por la comunidad internacional. En tercer lugar, se necesitaran nuevos
estudios para aclarar el valor de los nuevos biomarcadores y que puedan ser
integrados junto con otras variables paraclinicos y clinicos en un método
cuantitativo de prediccidn. Finalmente se debera tener en cuenta la aplicabilidad a
la practica clinica, a fin de generar sistemas de puntuacion que sean lo
suficientemente simple para ser implementado en cualquier entorno clinico. A lo

largo de este trabajo hemos intentado dar algo de luz en estos aspectos.

Disminucion del N Acetil Aspartato en pacientes con EM.

En nuestro estudio hemos observado, que desde estadios muy precoces, el
coeficiente NAA : Cr medido mediante espectroscopia por resonancia magnética en
la sustancia blanca de apariencia normal es inferior en el grupo de pacientes con
EM que en los sujetos sanos. Muchos estudios han mostrado ya la disminucién de
los niveles de NAA en comparacion con los controles sanos (Aboul-Enein et al,
2010; Chard et al, 2002; De Stefano et al, 1998, 2001, 2002; Fu et al, 1998; Leary et
al, 1999; Lee et al, 2000). Los niveles reducidos de NAA en la ERM ya han sido
confirmados también por histopatologia como secundaria a la pérdida axonal

(Bitsch y cols., 1999, Bjartmar y cols., 2001). La disminucion de los niveles de NAA
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en la sustancia blanca de apariencia normal ya estdn presentes en las primeras

etapas de la enfermedad y progresa con el tiempo (De Stefano et al, 2001).

N Acetil Aspartato como marcador de dafio axonal.

En nuestro estudio hemos obtenido una relacién estadisticamente significativa, si
bien inversa, entre el NAA : Cr en la SBAN y la discapacidad medida en la escala
EDSS. (r= - 0,38, p <0,03). Ya desde los primeros estudios realizados con ERM en
lesiones cronicas (hipointensas en T1) se observd una correlacion inversa
significativa entre el NAA de las lesiones y la discapacidad (r = -0.364, 0.05> P>
0,02), siendo confirmado posteriormente por otros grupos (De Stefano et al. 1998,

Davie et al. 1997,...)

Curiosamente los niveles de NAA encontrados en la sustancia gris cortical en las
formas progresivas de la enfermedad no se correlaciono significativamente con
EDSS (Adalsteinsson y cols., 2003) y ademas los niveles de metabolitos en la etapa
muy precoces de la enfermedad parecen depender de la actividad lesional. Todo
esto seria porque las alteraciones de los metabolitos observadas en la SGC en las
fases precoces de la enfermedad pueden ser secundarios al proceso inflamatorio,
en lugar de a la disfuncion neuronal "primaria”, es decir, que el proceso patologico
en la EM se extiende desde la sustancia Blanca a la SGC, en particular en la forma

progresiva de la enfermedad (Au Duong y cols., 2007).

También se han encontrado correlaciones significativas entre la disminucién de

NAA en las regiones frontal y el rendimiento de la funcién ejecutiva (Staffen y cols.,
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2005), asi como entre la disminucion de NAA en el locus caeruleus pontino y

medidas de atencion (Gadea y cols., 2004).

No se encontré correlacion entre el valor del NAA : Cr en la SBAN con otras escalas
de discapacidad (MSFC sobre todo) en pacientes en estadios precoces de la
enfermedad. Probablemente es debido a que esta escala esta mas ligada a actividad
inflamatoria que a perdida axonal, aunque coincidimos con Kalkers y cols., que
gran parte de la variabilidad en esta escala permanece aun desconocida (Kalkers y

cols., 2001).

Brotes como marcador subrogado de discapacidad

En nuestro caso el nimero total de brotes durante el primer afio de tratamiento se
correlaciona de manera significativa con la discapacidad a corto y medio plazo La
literatura ha proporcionado resultados muy heterogéneos sobre este tema. Cuando
se evaluo6 el impacto de los brotes en la respuesta a IFN-f3 durante el tratamiento,
algunos estudios encontraron que los brotes no estaban relacionados
significativamente con la respuesta al IFN-f3, (Rio y cols., 2008, Tomassini y cols.,
2006), mientras que otros mostraron una estrecha correlacion entre las recaidas a
corto plazo y la progresion de la discapacidad a largo plazo durante el tratamiento
con IFN-f3 (Prosperini y cols., 2009, Sormani y cols., 2013, Bermel y cols., 2013,

Goodin y cols., 2012).

El hecho de que los brotes pudieran ser buenos marcadores subrrogados de la

discapacidad clinica en EM sugiere que los pacientes con EM tienen probabilidades

154



de obtener beneficio usando IFN-8 en lo que se refiere a la progresion de la
discapacidad y apoya el uso de los cambios en estos marcadores como predictores
de la evolucion clinica durante los afios siguientes. (Durelli y cols., 2008, Rio y cols.,

2008, Prosperini y cols., 2009, Sormani y cols., 2013, Tomassini y cols., 2006)

Al correlacionar los brotes con el mioinositol (ml : Cr), marcador de gliosis
cerebral, vimos que durante el primer afio los pacientes que mas brotes tienen
durante el primer afio son los que mas mioinositol pierden mientras que durante
el segundo afio los que mas brotes tuvieron durante el primer afio son los que mas
mioinositol van a acumular a partir del segundo afio. Narayana (Narayana y cols.,
1998) observo que los niveles de los metabolitos alcanzan su valor minimo cuando
el volumen lesiénal alcanza su maximo pudiendo atribuirse, al menos
parcialmente, al edema en las lesiones y no al compromiso del metabolismo tisular
y su incremento durante el segundo afio seria la gliosis reactiva a la inflamacion y
aquellos pacientes en que aquella fuera mayor serian los que mas discapacidad

acumularan afios después

Evaluacion de la eficacia del tratamiento.

Todos los tratamientos modificadores de la enfermedad actualmente disponibles
para la EM han demostrado tener efectos significativos en la reduccién de la
inflamacion de la sustancia blanca medido con resonancia magnética. Las nuevas
terapias también han mostrado efectos importantes sobre la actividad inflamatoria
y una disminucion significativa en las tasas de brotes. Debido a su naturaleza

cuantitativa inherente, la ERM es un metodo ideal para evaluar la eficacia del
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tratamiento. Hemos estudiado el efecto de los tratamientos inmunomoduladores
en los metabolitos cerebrales para evaluar la eficacia del tratamiento en un grupo

de pacientes.

Desde el punto de vista clinico el tratamiento con IFN se asocié a una disminucion
de la tasa de brotes entre el primer y el segundo afio de un 68%, con un
incremento progresivo de la discapacidad, medida en la escala EDSS, a pesar del
tratamiento. En nuestro caso hubo una variacién estadisticamente significativa en
la variacion de los valores de las ratios NAA : Cr, permaneciendo el resto de
metabolitos sin variacion estadistica si el grupo es estudiado de manera global. El
NAA : Cr disminuy6 durante el primer afio un 5.8% para después aumentar
durante el segundo afio aunque manteniendose siempre por debajo de los valores

basales.

Este hecho no es algo exclusivo del NAA sino que cuando estimamos el dafio axonal
utilizando la atrofia cerebral los diferentes interferones han demostrado reducir la
tasa de atrofia también apartir del segundo afio de tratamiento en la EMRR [Rudick
y cols., 2000, Frank y cols., 2004, Hardmeier y cols., 2005], aunque no en la EMSP
[Molyneux y cols.,, 2000]. Podemos medir distintos tipos de atrofia: la de la
sustancia gris frente a la de la sustancia blanca cerebral y mientras que la sustancia
blanca muestran una disminucién constante, la atrofia en la sustancia gris es un
predictor mas sensible de la discapacidad futura [Fisher y cols., 2008, Fisniku y
cols., 208]. Hay pruebas de que la aparicion de lesiones de sustancia blanca esta
ligado a cambios posteriores en la sustancia gris cortical, aunque la ubicacién

especifica de las lesiones puede influir en el grado de cambio de la sustancia gris
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detectado [Bendfeldt y cols., 2010]. Esto concuerda con los efectos del tratamiento
sobre la atrofia cerebral comentado anteriormente y sobre la evolucion del NAA, el
cual encontré una disminucion de la atrofia cerebral después de varios meses de
tratamiento, lo que refleja el efecto retardado de los cambios inflamatorios en la
sustancia blanca supresion. Un estudio sugiere un beneficio del interferén beta-1a
(Avonex) para frenar la tasa de atrofia de la materia gris, detectable a los 2 y 3

afios después de iniciar el tratamiento [Zivadinov y cols., 2007].

El volumen de literatura sobre el efecto del interfer6n medido con ERM no es muy
elevado. Se han llevado a cabo estudios longitudinales con ERM en 10 pacientes
con EMRR que, después de un examen inicial, recibieron interferén B-1b. Los
espectros se adquirieron hasta en 34 meses en diferentes momentos, y se
determinaron las concentraciones absolutas de NAA, Cr, y Cho en una gran lesion
no realzada y en la SBAN contralateral (Schubert y cols., 2002). En este estudio,
excepto en uno de los 10 pacientes, no hubo ningtn efecto de interferén 3-1b en

los niveles metabdlicos.

La ERM también se ha utilizado para investigar las modificaciones de las
concentraciones de los metabolitos cerebrales, en la fase inicial del tratamiento
con interferén -1a (Sarchielli y cols., 1998). Se realiz6 un estudio en 5 pacientes
con EMRR tratados con IFN intramuscular (3-1a durante seis meses y 5 pacientes
no tratados. Los pacientes fueron evaluados al inicio del estudio y en el primer,
tercer y sexto mes de tratamiento. En las lesiones, los picos de NAA no variaron
significativamente durante todo el periodo de estudio en el grupo no tratado. En el

grupo tratado, hubo un aumento significativo del pico de Cho en las lesiones y uno
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no significativo de la Cho en la SBAN. Otro estudio Parry y cols., tampoco
encontraron ningun efecto del tratamiento con interfer6n 3 durante 1 afio en los
niveles de NAA de materia blanca en la EM remitente recidivante (Parry et al,

2003).

En un pequefio estudio piloto, se realizé6 ERM en 10 pacientes con EMRR antes y
después de un afio de tratamiento con interferén subcutaneo [3-1b. NAA / Cr se
midié6 en un gran volume cerebral central (Narayanan y cols., 2001). Estas
mediciones se compararon con los de seis pacientes no tratados pareados en EDSS
y la media de NAA / Cr en la visita basal. El NAA : Cr en el grupo tratado mostr6 un
aumento de 5,5% a los 12 meses de tratamiento, mientras que esta proporcion se
redujo en el grupo no tratado, pero no significativamente, lo que sugiere un efecto
de interferén 3-1b en la restauracion de la integridad neuronal. Narayanan y cols.,
2001 reportaron un aumento en los niveles de NAA en la sustancia blanca de
apariencia normal de sujetos con EM remitente-recurrente después de 1 afios de
tratamiento con interferén beta. Sin embargo, el numero de pacientes en estos
estudios eran bajos, y mejorias espontaneas como se observan en los estadios

precoces de la EM no se podrian excluir.

Correlacion entre la concentracion de los distintos metabolitos en los tejidos

y los parametros clinicos.

N Acetil Aspartato.
Si examinamos la progresion de este coeficiente observaremos que hay un grupo

de pacientes (1/3) que, si bien globalmente los pacientes pierden NAA, ellos no lo
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pierden o incluso lo recuperan. Este porcentaje es similar al que se comenta en

estudios clinicos respecto a la respuesta del interferon.

Al correlacionar la perdida de NAA durante los dos afnos de tratamiento con el
indice de progresidn se observa que este grupo de paciente que gana NAA presenta
un indice de progresion menor que el grupo que lo pierde, es decir, los pacientes
que aumentan los niveles de NAA durante los dos primeros afios de tratamiento

progresaran menos o no progresaran en comparacion con aquellos que lo pierden.

Para intentar encontrar una explicacion fiopatoldgica a este fenomeno se estudié la
perdida de los grupos sulfidrilos durante el primer afio. Se vi6 que los pacientes
que incrementan los niveles de NAA (y por lo tanto progresaran menos)
corresponde a los que el tratamiento disminuye mas los grupos sulfidrilos durante

estos 12 meses.

Es decir, el tratamiento va a disminuir el estrés oxidativo de manera precoz en un
grupo de pacientes que secundariamente mejoraran del dafio axonal y tendran a
largo plazo un mejor pronodstico. En aquel grupo de pacientes en el que el
tratamiento no logra disminuir el ambiente oxidativo, el dafio axonal continuara y

la discapacidad progresara de manera constante.

Los pacientes con un curso relativamente benigno de la EM, representan un
subgrupo interesante para comprender mejor los mecanismos de compensacion
de la energia del metabolismo astrocitico y axonal. Entendemos como " EM

benigna" a pacientes con EM que presentan un minimo o ningun aumento de la
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discapacidad después de por lo menos 10 afios de observacion; (Ramsar-Ansing y
De Keyser, 2006). El proceso degenerativo es menos axonal en este subconjunto de
pacientes (Gauthier et al, 2009). En comparacién con los controles, los pacientes
con EM benigna mostré unos ratios de NAA en la sustancia blanca de apariencia
normal relativamente preservados (Benedetti et al, 2009 ; Davie et al, 1997; Steen

etal, 2010).

Dos son las hipdtesis por el que el tratamiento disminuye el ambiente oxidativo:
por una parte por los efectos antiinflamatorios del tratamiento, que son evidentes
al correlacionar la evolucién de los grupos sulfidrilos y la evolucién de los
linfocitos CD 56; la disminucion de estos linfocitos (entre otros) conllevaria a una
disminucidn del ambiente oxidativo. Por otra parte es atractivo considerar al NAA

como un marcador de la funcién mitocondrial.

El metabolismo del ATP de las mitocondrias axonales y la sintesis de NAA estan
indirectamente vinculadas. Por una parte la Aspartato Aminotransferasa facilita la
conversion de glutamato a alfa-cetoglutarato y del oxaloacetato en aspartato. Por
otra parte la acetilacion de aspartato por la enzima neuronal aspartato N-
acetiltransferasa produce la formacion de NAA que se exporta desde la
mitocondria. La formacion de NAA favorece la conversion de glutamato a alfa-
cetoglutarato, que es un mecanismo neuronal que puentea la reaccion de la citrato
sintasa mas lenta en el ciclo del acido tricarboxilico (Yudkoff et al, 1994). Los
niveles de NAA en la sustancia blanca de apariencia normal, segiin lo medido por la
espectroscopia de resonancia magnética 1H, son a la vez un marcador de la funcién

mitocondrial axonal y de la integridad axonal.
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Un trabajo realizado en pacientes con EM estudi6 las contribuciones estructurales
del NAA, segin imagenes de difusiéon y de volumétria en la seccidn transversal de
la médula espinal (Ciccarelli et al, 2010 a y b). Se asoci6 una disminucion del NAA,
que refleja informaciéon del metabolismo mitocondrial axonal, con una mayor
discapacidad clinica independiente del dafio estructural. Estos resultados apoyan
la idea de que la disfuncién metabdlica mitocondrial en los axones, y no solo la
pérdida axonal, es un determinante importante de las reducion de la concentracion

de NAA que aparece en la sustancia blanca normal de los pacientes con EM.

El tratamiento produciria una disminucion del ambiente oxidativo y un incremento
de la cantidad de ATP producido; ello puede reflejar tanto una restauracion de la
actividad mitocondrial como un aumento compensatorio en el numero de
mitocondrias. Los estudios histopatolégicos han encontrado un mayor nimero de
mitocondrias y una regulacion al alza de la citocromo C oxidasa mitocondrial
(complejo IV) en los axones tanto en lesiones crénicas como en la sustancia blanca
aprentemente normal de los pacientes con EM (Mahad y cols.,, 2009; Witte y cols.,
2009). Secundario a esta mejoria del dafo energético y disminucidon del estrés

oxidativo el SNC se podrian poner en marcha los mecanismos de remielinizacion.

Para tratar de evidenciar este fenomeno de remielinizacion se estudi6 la evolucion

de la colina.

Colina.
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Considerando el total de pacientes tratados, no existen diferencias significativas en
los niveles de la Cho a lo largo de su evolucidn, pero existe un grupo de pacientes

(1/3) que no perdean o incluso incrementaran sus niveles.

Al estudiar la relacion entre la evolucion de este metabolito durante el tratamiento
y la progresion durante estos afios observamos al igual que en el caso del NAA que
los pacientes que los que aumentan los niveles de Cho durante los dos primeros
afios de tratamiento progresaran menos o no progresaran en comparaciéon con
aquellos que lo pierden. También se vio que los pacientes que incrementan los
niveles de Cho corresponde a los que el farmaco disminuyé mas el ambiente

oxidativo durante los primeros 12 meses de tratamiento.

Al estudiar la correlaciéon entre la evolucion del NAA y la Cho se vio que los
pacientes que incrementaban el indice de NAA, es decir, disminuia el dafio axonal
coinciden con los pacientes que aumentan la Cho, indice de metabolismo celular de
las membranas posiblemente por remielinizacion. Y es que desde el punto de
vista bioquimico ambas vias metabolicas estan intimamente ligadas. El N-acetil
aspartato es transportado desde los axones al citoplasma de los oligodendrocitos,
donde la aspartoacilasa escinde el resto de acetato para su uso en acidos grasos y
la sintesis de esteroides. Los acidos grasos y esteroides producidos a continuacion,
van a ser utilizados como bloques de construccidn para la sintesis de lipidos de
mielina (Moffett y cols., 2007). La reduccion de la formacion de NAA puede afectar
la rotacion de la membrana de mielina y conducir a la pérdida de la mielina. Por el

contrario, su aumento estimularia la formacién de mielina.

162



Mio Inositol (ml).

Al estudiar este metabolito, indicador preferente de gliosis cerebral, solo
obtuvimos correlacion con la discapacidad si se utilizaba la variacion del ml
ocurrida en el segundo afio. Esto no es raro si recordamos lo dicho anteriormente
que el nivel de los metabolitos alcanzan su valor minimo cuando el volumen
lesidnal alcanza su maximo siendo esto secundario al edema en las lesiones y no al
compromiso del metabolismo tisular y su incremento durante el segundo afio seria

la gliosis tisular.

Este ml se correlacionaba con las EDSS en los ultimos estadios observados (EDSS
84 m, EDSS 108 m, EDSS 132 m y EDSS 144 m) aumentando su significacién a
medida que incrementamos el tiempo de observaciéon (al contrario que en los
anteriores que disminuia con el transcurso del tiempo), de tal manera que los
pacientes que incrementen los niveles de inositol durante el segundo afio de
tratamiento son los que mas progresaran a largo plazo y mayores niveles de

discapacidad alcanzaran.

Ya en anteriores trabajo se encontr6 que un aumento en el nivel de mioinositol en
SBAN a los 3 meses del debut de un sindrome clinicamente aislado predecia un mal

desempefio en las funciones ejecutivas 7 afios mas tarde (Summers y cols., 2008).

Sin embargo al estudiar la correlacion entre la perdida de inositol durante el
segundo afo y la perdida de colina en los dos afios de tratamiento se vio que los
pacientes que perdian mas colina son los que mas inositol iban a ganar en el

segundo afio, es decir, los paciente que no logran poner en marcha los mecanismos
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de remielinizacién comienzan posteriormente a partir del segundo afio una
continuada y progresiva gliosis que sera la causante de la discapacidad a largo

plazo y que no se va a relacionar con ningiin marcador de oxidacidn.

El dafio oxidativo como marcador subrogado de discapacidad.

Antes de estudiar la influencia de los agentes oxidantes en la respuesta al
tratamiento hubo que averiguar si estos eran diferentes en la poblacion con EM en
relacion a la poblacion sana. Para ello estudiamos la produccién de agentes
oxidativos en monocitos de una cohorte de individuos sanos y en otra cohorte de
pacientes con EM RR que rehusaron tratamiento con interferén beta, mostrando
que la produccién de radicales libres en los individuos sanos era inferior que en los

pacientes con EM no tratados. (Lucas y cols., 1998).

Otros estudios han obtenido similares conclusiones. Se vio que en la EM, habia un
aumento de la produccion agentes oxidantes, no sélo en las lesiones (Langemann
et al, 1992), sino también en la sustancia blanca de apariencia normal (Graumann
et al, 2003). Ademas se vio que el peroxinitrito estaba presente en las lesiones
inflamatorias agudas, pero esta ausente en las lesiones crénicas no inflamatorias,
sugiriendo que el peroxinitrito juega un papel importante en el dafio axonal

durante los ataques de EM inflamatorios agudos.

Para estudiar el efecto del tratamiento con interferon a la produccion de radicales
libres y al estado de oxido reducciéon de las proteinas séricas se estudio la

concentracion de equivalentes de reduccidn en una cohorte de individuos sanos y
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en otra de pacientes con EM tratados con Interferon Beta, comprobandose que el
tratamiento disminuia la concentracion plasmatica de sulfidrilos reducidos tras
tres meses de tratamiento, sugiriendo también que la concentracién de grupos
sulfidrilos reducidos es un marcador bioquimico de la reducciones de oxido

reduccion en la EM (Lucas y cols., 1999, Lucas y cols., 2003).

Lo siguiente ha sido estudiar el diferente comportamiento de los agentes
oxidativos en los pacientes que han progresado a pesar del tratamiento y los que
no han progresado o lo han hecho en menor medida. Se advirtié una correlacion
entre la perdida de grupos sulfidrilos durante el primer trimestre de tratamiento y
diferentes niveles de discapacidad a corto plazo (EDSS 24 m, 36 m, 48 m, 60 m, 72
m, 84 m y 96 m). A partir de ese punto la significacion disminuye por lo que el
indice de progresidon no es significativo desde el punto de vista estadistico. Asi
mismo hay una tendencia entre la perdida de sulfidrilos durante el primer afio y el

indice de progresion de estos 12 afios.

Es decir, los niveles de oxidorreduccién inmediatos a la introduccién de la
medicacion inmuno moduladora pueden jugar un papel importante en la
discapacidad desarrollada durante los primeros afios de enfermedad y con su
monitorizacion se podria pronosticar la respuesta al tratamiento en lo que se
refiere a esta discapacidad a corto plazo, es decir, la discapacidad ligada a la
actividad inflamatoria (que es la que los tratamientos actuales parecen controlar)
pero no es capaz de pronosticar la discapacidad a largo plazo, evidenciando un
segundo mecanismo de progresion ligado a un proceso no inflamatorio que

continua de manera larvada a pesar del tratamiento administrado.
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Otros estudio que han estudiado el dafio oxidativo - energético apoya nuestras
conclusiones. La Enolasa especifica de las neuronas es una enzima critica en la
glucdlisis, donde convierte el 2-fosfo-D glicerato en fosfoenolpiruvato. Los
pacientes con esclerosis multiple con una progresion clinicamente relevante de
discapacidad a los 5 afios de seguimiento tenian menores niveles de enolasa
neurona especifica en el plasma que los que permanecieron clinicamente estables
(Koch et al, 2007b), apoyando la hipoétesis de que la reduccion de la actividad
metabolica axonal puede preceder degeneracion axonal y la progresion de la
discapacidad en la EM. Asi el aumento del consumo de ATP conduce a un aumento
de las oxipurinas (acido drico, hipoxantina, y xantina) y de los nucledsidos de
purina (inosina, adenosina, y guanosina), que son productos de degradaciéon de
ATP. Se han encontrado unas concentraciones séricas y en liquido cefalorraquideo
de estos productos superior en sujetos con EM en comparacién con los controles
(Amorini et al, 2009; Lazzarino et al, 2010). En un estudio se asociaron unos
niveles iniciales mas altos de metabolitos de ATP con una progresiéon mas grave de
la discapacidad y la atrofia cerebral 3 afios mas tarde, lo que sugiere que un

aumento de la demanda de energia precede a la degeneracién axonal en la EM.

Validez de la utilizacion del grupo no respondedor como modelo de

progresion.

Para aclarar la validez de utilizar a los no respondedores como modelos para
estudiar los mecanismos fisiopatologicos la Dra Sormani estudi6 la progresion de

la discapacidad a los 2 afios en los pacientes incluidos en el ensayo PRISMS; el
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grupo placebo se compard con el grupo tratado con IFN-B, que se dividié en
respondedores y no respondedores segun el Rio Score Modificado (Sormani y
cols., 2013, Freedman y cols., 2008). La curva de progresion de la discapacidad del
grupo de los no respondedores se solap6 sustancialmente con la curva de
progresion en el grupo placebo, mientras que el grupo de pacientes que
respondieron mostr6 una tasa sustancialmente menor de progresion de la
discapacidad en los 2 afios con una reduccidn en la tasa de progresion de alrededor

de 52% de los respondedores frente alos no tratados - no respondedores.

Resumen clinico patolégico.

La acumulacion de la discapacidad en la EM es un proceso de dos etapas, que tiene
una fase precoz de acumulacion de discapacidad hasta un nivel de discapacidad
moderada (EDSS 3,0-4,0), en el que la secuela tras un brote podria participar del
grado de discapacidad y una fase tardia mas alla de este punto de referencia en el
que la velocidad de progresion podria ser independiente de la presencia de brotes

superimpuestas.

Los estudios de anatomia patolégica sugieren que en la fase precoz de la EMRR los
fendmenos mas destacados son la desmielinizacion focal y la inflamacion, mientras
que en la EMPP y en el curso mas tardio de la enfermedad domina la degeneracion
axonal difusa siendo este el principal proceso que provoca el lento e irreversible

empeoramiento de los sintomas.
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Uno de los elementos que juega un papel en las fases precoces como causante del
acumulo de la discapacidad son los agentes oxidantes, que en estos pacientes
estan aumentado (incremento de los grupos sulfidrilos) y que llevarian a un dafio
energético al alterar el funcionamiento de la mitocondria con el dafio neuronal
posterior y la disminucion de NAA mitocondrial (disminucién coeficiente NAA :
Cr). Este dafio energetico produciria un acumulo de mitocondrias reactivo que al
fallar el transporte axonal se acumularian incrementando el dafio axonal.
Secundariamente la falta de energia alteraria los mecanismos de remielinizacion
(disminucién Cho : Cr). Posteriormente se pondrian en marcha la gliosis por parte
de los astrocitos, independiente del ambiente oxidativo, que produciria un dafio
difuso el cual de manera mas tardia seria la causa del empeoramiento progresivo

de la enfermedad.

Los paciente que responden al tratamiento en las primeras etapas de la
enfermedad disminuiran el estrés oxidativo con lo que dara tiempo a disminuir
tanto el dafio energético como el dano axonal y con la energia exedente se
pondrian en marcha la remielinizacidn y se evitaria la gliosis tardia. El fracaso de
los tratamientos en la fase progresiva seria por el papel menos importante de la
inflamacion sino el mas preminente del dafio difuso y por otra parte, se cree que la
inflamacion difusa en las formas progresivas ocurre detras de una barrera
hematoencefalica intacta, impidiendo de este modo que muchos farmacos alcancen

su sitio de accion.

Validacion de las recomendaciones de Optimizacion del Tratamiento de la

CMSWG.
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Con nuestros datos del segundo estudio, hemos demostrado que las ROT, usando
solo informacion clinica, son capaces de identificar que pacientes tendran
actividad clinica en lo que se refiere a la tasa de brotes o al incrento de la
discapacidad medida por la EDSS con una alta sensibilidad y especificidad.
Sorprendentemente encontramos mas efecto en lo que se refiere a discapacidad
que en la tasa de brotes en la que no encontramos diferencias entre ambos grupos

hasta el 52 afio de tratamiento.

Este metodo al contrario que el de Rio y cols., que cuantifica la respuesta lo que
hace es clasificar a los pacientes en tres grupos uno de los cuales precisara cambiar
el tratamiento por tener una respuesta subéptima. Creemos que ambos metodos

son utiles y no son excluyentes.

En general siempre que se tenga una definicibn homogénea y se utilicen de la
misma manera en los distintos casos, los componentes de un sistema de
puntuaciéon no tiene por qué limitarse a las marcas "clasicas" y pueden ser

perfectamente validos.

Asi por ejemplo en un estudio de 2 afos, la combinacién de la actividad en
resonancia magnética y positividad para anticuerpos neutralizantes anti-IFN-f3
(NAbs), durante los primeros 6 meses de terapia con IFN-[3 se correlacionaron con
la probabilidad de ser no respondedores mejor que lo que lo harian los dos
componentes solos y mostré una buena sensibilidad en la identificaciéon de

pacientes con brotes o progresion de la discapacidad en la 2 afios posteriores.
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(Durelli y cols., 2008) Ademas, en otro estudio, los pacientes con sindrome
neurolégico aislados muestran que una puntuacion basada en marcadores
cuantitativos de RM (volumen lesional inicial en T2 y los cambios en la area del
cuerpo calloso en los primeros 6 meses de tratamiento con IFN-f) podria
identificar a los pacientes con alto riesgo de conversion clinica en los 2 afios

siguientes (Kalincik y cols., 2012).

Estos estudios sugieren que los nuevos marcadores tendran el potencial de
mejorar la prediccion de la respuesta a IFN-3 cuando se afiada a los criterios

convencionales, y requerira validacion en futuros estudios prospectivos.

Utilidad de los métodos de cuantificacion.

En la practica clinica diaria, los médicos deben decidir sobre cual es el mejor
enfoque terapéutico para un paciente determinado. La principal utilidad de los
sistemas de puntuacion es que proporcionan reglas de decision basadas en la
evidencia que integran los diferentes parametros de actividad de la enfermedad, a
pesar de que cualquier sistema de puntuaciéon desempefia un papel subdptimo

cuando son tomados como clasificadores.

Nosotros hemos desarrollado una herramienta informatica que nos ayudara a
monitorizar la respuesta a los TME de manera automatica, intuitiva, objetiva y

sencilla.

Resumen de la validacién del método de respuesta terapéutica.
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La busqueda de biomarcadores nuevos y relevantes debera ir acompafiada de la
busqueda de una definicion estandarizada y validada de la respuesta al
tratamiento en pacientes con EM. Sin un método de clasificacion estandarizado los
estudios dirigidos a determinar la base mecanica subyacente de la respuesta al
tratamiento, por ejemplo farmacogenética o estudios de gendmica en los que la

respuesta al tratamiento es la variable dependiente, no pueden ser eficaces.

Utilidad de los Estudios Farmaco genémico.

En este estudio hemos demostrado que se pueden determinar marcadores de
respuesta terapéutica para el interferon beta en EM. Este analisis nos sugiere un
grupo de marcadores que podrian estar relacionados con la respuesta al

tratamiento con interferdn beta en pacientes con esclerosis multiple.

Los estudios GWAS son una realidad que por una parte nos pueden dar pistas
valiosas y por otra no ayuda a confirmar datos referente a la fisiopatologia de la
enfermedad. Asi un estudio de asociacion de genoma completo publicado
recientemente muestra que los polimorfismos de genes inmunolégicamente
relevantes se asocian con EM mas que los genes que puedan intervenir en la
neurodegeneracion. Hay un importante enriquecimiento de genes vinculados a la
funcion de los linfocitos, en particular los genes con un papel en la activacion de
células T y la proliferacion, vias de las citoquinas, moléculas co-estimuladoras, y
transduccion de sefales. Esto le da peso de nuevo a la idea de que la inflamacién

podria ser un factor relevante para la neurodegeneracion en la EM y no una cierta
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disposicion del propio compartimento neuronal. Otro analisis de asociacién de
todo el genoma reciente en pacientes con MS encontré una asociacidn significativa
entre los genes con alta relevancia en la biologia del glutamato y los niveles de
glutamato en el cerebro y el grado de neurodegeneracion mas de 1 afo de

seguimiento (Baranzini et al, 2010).

Debemos tener en cuenta que la identificacion de vias metabdlicas asociadas con
las enfermedades autoinmunes afectara a nuestras decisiones sobre el tratamiento
para la EM como enfermedad, siendo finalmente posible predecir la respuesta al
farmaco basado en variantes genéticas con nuestra creciente conocimiento de las
variantes alélicas individuales. El futuro neurologo sera capaz de utilizar esta
informacion para personalizar el plan de tratamiento para el paciente y elegir el
tratamiento inmunomodulador mas apropiada para minimizar los brotes y

retrasar la progresion precoz en el curso de la enfermedad.

A pesar de que los datos farmacogendmicos son una promesa para el futuro
manejo de los pacientes con EM, no se podran utilizar en la practica clinica diaria
hasta que los marcadores hayan sido validados en grandes cohortes de pacientes
respondedores y no respondedores con un seguimiento adecuado. El éxito
dependera, pues, de colaboraciones y consorcios internacionales, asi como de la
automatizacion de los sistemas de robdtica para reducir la variabilidad entre
sistemas, y los estudios interdisciplinarios creando mapas genotipo-fenotipo para

entender mejor patogenia, prondstico y posibles abordajes terapéuticos de la EM.

DIRECCIONES FUTURAS
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La llegada de un gran ndmero de nuevas terapias para la EM precisara del
desarrollo de nuevas herramientas para seleccionar el mejor tratamiento para
cada paciente y para identificar los factores que puedan predecir si el paciente va a
responder a la terapia seleccionada. Estas herramientas permitiran decisiones
precoces, basadas en la evidencia e individualizadas. Se requiere, pues, de un
enfoque integrado en el que los biomarcadores clinicos y paraclinicos se combinen
para cuantificar con precision el riesgo individual y las estrategias de tratamiento
especificas para cada paciente. En el futuro, este enfoque debera incorporar
nuevos biomarcadores de imagen y de laboratorio que hayan demostrado su
potencial como predictores de respuesta al tratamiento, mejorando la
discriminacidn entre los pacientes que responden bien y los que no responden al
tratamiento elegido. Entre los ejemplos de posibles nuevos biomarcadores se
incluyen técnicas de resonancia magnética avanzadas utilizando nuevos agentes de
contraste y maquinas de alta intensidad de campo, que podrian ser tutiles en la
caracterizacién y cuantificacion de las caracteristicas heterogéneas de la
enfermedad. Otro desafio importante que debe abordarse en un futuro préximo es
la interpretacion de la asociacion entre los genes de respuesta identificadas y la

respuesta clinica al [FN-f3.
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IX. Conclusiones.
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1. Desde los primeros estadios de la enfermedad, los ratios NAA: Cr en SBAN
determinados por ERM fueron menores en los pacientes con EM, es decir, el dafio

axonal es un fenomeno precoz.

2. La discapacidad de los pacientes (medida por la EDSS) se correlaciona con los

niveles de NAA, un marcador de la pérdida axonal.

3. No hay correlacion entre la discapacidad, cuando se utiliza el MSFC, y el NAA.

4. El hecho de que los brotes pudieran ser buenos marcadores subrrogados de la
discapacidad clinica en EM sugiere que los pacientes con EM tienen probabilidades
de obtener beneficio usando IFN-8 en lo que se refiere a la progresion de la
discapacidad y apoya el uso de los cambios en estos marcadores como predictores

de la evolucion clinica durante los afios siguientes.

5. El IFN beta 1 a IM no disminuyd el dafio axonal en pacientes con EMRR. El ratio

NAA / Cr en SBAN ha seguido disminuyendo durante el periodo de observacion

6. Existe un grupo de pacientes que podriamos considerar buenos respondedores
ya que, aunque globalmente los pacientes pierden NAA, el 30% no lo pierden o
incluso lo recuperan. Este porcentaje es similar al que se comenta en estudios

clinicos respecto a la respuesta del interferén.

7. Los niveles de oxidorreduccion inmediatos a la introduccion de la medicacion

inmuno moduladora pueden jugar un papel importante en la discapacidad
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desarrollada durante los primeros afios de enfermedad y con su monitorizacion se

podria pronosticar la respuesta al tratamiento

8. Los paciente que responden al tratamiento en las primeras etdpas de la
enfermedad disminuiran el estrés oxidativo con lo que dara tiempo a disminuir
tanto el dafio energético como el dano axonal y con la energia exedente se
pondrian en marcha la remielinizacidn y se evitaria la gliosis tardia. El fracaso de
los tratamientos en la fase progresiva seria por el papel menos importante de la

inflamacion sino el mas preminente del dafio difuso

9. Nuestros datos muestran que ROT, utilizando sélo la informacion clinica, son
capaces de predecir si los pacientes tendran un alto nivel de actividad tanto por la
tasa de brotes como en aumento de la discapacidad medida por la EDSS, con una
alta sensibilidad y especificidad. Es decir, las ROT son una buena herramienta para

el seguimiento de la respuesta a la DMD en pacientes con EM.

10. El programa desarrollado por nosotros es intuitivo, no requiere mucho tiempo
y puede ayudar a los neur6logos a evaluar a los pacientes de manera objetiva y

facilmente.

11. Este estudio nos sugiere un grupo de marcadores que podrian estar

relacionados con la respuesta al tratamiento con interferon beta en pacientes con

esclerosis multiple.
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