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RESUMEN

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria, desmielinizante vy
neurodegenerativa del sistema nervioso central (SNC). Se desconoce su etiologia, pero su
patogenia es de caracter autoinmune. Actualmente, es la segunda causa de discapacidad en
adultos jévenes después de las lesiones traumaticas, siendo mas frecuente en mujeres, en una
proporciéon de 2:1 respecto a hombres, segln estudios realizados en distintas cohortes de

poblacion (Mackenzie IS, 2014; Grytten N, 2015; Alonso-Magdalena L, 2022).

Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de dreas multifocales de desmielinizacion,
por destruccidn de la mielina, y fallo en los mecanismos de reparacién. También presenta

dafio axonal con pérdida de oligodendrocitos y esclerosis astroglial (Rio J, 2014).

En cuanto al patrén y curso clinico de la EM, la enfermedad se clasifica en varios subtipos,
presentando episodios de disfuncidén neuroldgica diseminados en el espacio y el tiempo que
originan una gran variedad de sintomas, segun la zona del SNC afectada. El 85% de los
pacientes que padecen EM presentan un curso clinico caracterizado por la aparicién de
episodios o brotes de disfuncién neuroldgica mas o menos reversibles, que se repiten cada
cierto tiempo dejando progresivamente secuelas funcionales neurolégicas (Forma remitente-
recurrente o remitente-recidivante, RR o EMRR). Tras un periodo variable de tiempo de unos
10 aios, casi un 50% de los pacientes pasan del curso en brotes a un curso progresivo (forma
secundariamente progresiva EMSP). Por otra parte, alrededor de un 15% de los pacientes
desarrollan un fenotipo que se caracteriza por la falta de una fase inicial remitente-recurrente
y una progresion constante desde el inicio de la enfermedad (forma progresiva primaria,

EMPP) (Fernandez O, 2015; Klineova S, 2018).

El diagndstico clinico se realiza considerando criterios de diseminacién espacial y de
dispersion temporal, valorados mediante resonancia magnética nuclear (RMN) (criterios de
McDonald 2017), ademds de otras pruebas complementarias, como el estudio del liquido
cefalorraquideo (LCR) y los potenciales evocados (Thompson A, 2018). Sin embargo, las
diferentes pruebas diagndsticas presentan limitaciones para predecir de forma precisa el
curso clinico de la enfermedad. Se han intentado validar diferentes predictores de progresién
de la enfermedad, pero todos ellos han resultado ser insuficientes dado el caracter

impredecible de la EM (Koch M, 2009; Stellmann JP, 2014).



Actualmente no hay curacion para la enfermedad, pero si tratamientos que modifican su

evolucién y mejoran la calidad de vida de los pacientes.

Esta tesis se centra en el estudio de las formas progresivas de esta enfermedad. La EMPP,
como hemos comentado antes, muestra una progresién constante, con un mal prondstico y
una acumulacién de discapacidad en los pacientes. Recientemente ha sido aprobado un
tratamiento para estos pacientes, el ocrelizumab. Este anticuerpo monoclonal ofrece la
oportunidad de reducir o atenuar el avance de la enfermedad, por lo que un diagndstico
temprano de este fenotipo puede resultar vital. Mientras que para los pacientes con EMSP, el
empleo de la terapia con Siponimod ha mostrado una reduccién significativa del riesgo de
progresion de la discapacidad y una disminucién del deterioro cognitivo en recientes ensayos,
respaldando la importancia de un inicio mas temprano y a largo plazo del tratamiento (Cree

BA, 2022).

La EM tiene un gran impacto socioecondmico, no sdélo repercute directamente a nivel
personal, sino también a nivel familiar, emocional, psicolégico, laboral y social, viéndose
afectada no solo la persona que la presenta sino también, su entorno mas cercano (red de
apoyo); de ahi la importancia de un diagndstico precoz. Un temprano diagndstico permitiria
llevar a cabo las intervenciones oportunas que conduzcan a un tratamiento adecuado,
disminuyendo asi las tasas de recaidas y la evolucién de la discapacidad, hacia una mejor

calidad de vida del paciente (Gallego D, 2016).

Con este trabajo, pretendemos evaluar la utilidad clinica del indice kappa en las formas
progresivas, y si la integracién de este biomarcador junto con otros pardmetros bioquimicos

puede ayudar a discernir entre las formas remitentes-recurrentes de las formas progresivas.



1. Introduccion




1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes histdricos

Los primeros relatos de la enfermedad ya se conocian desde antes del siglo Xlll. La
descripcién mas antigua, que se conoce de una probable EM, se encuentra en el libro “Isla
Saga” de Thorlaco Torhallsson (1133-1193), el cual fue un clérigo islandés que posteriormente
fue canonizado y nombrado santo patrono de Islandia. A este le siguieron multiples relatos
como el de Santa Lidwina de Scheidam, una monja holandesa del siglo XIV que lo describié en
su diario, el poeta Heine y Alan Stevenson o Richard Gough, quien lo refirié en su libro

“Antiquityes and Memoyres of the Parish of Myddles, County of Salop” en 1700 (Covo P, 2015).

No fue hasta inicios del siglo XIX, cuando Robert Carswell y Jean Cruveilhier iniciaron las
primeras descripciones clinico-patoldgicas de esta nueva enfermedad. Carswell describio los
casos estudiados por él en 1831, primero en forma de fasciculos y posteriormente, en el atlas
“Pathological anatomy: illustrations of the elementary forms of disease” (Carswell R, 1838;
Hollman A, 1995; Martinez-Altarriba MC, 2015a). Jean Cruveilhier, profesor de Anatomia
Patoldgica en la Facultad de Medicina de la Universidad de Paris, describio hallazgos similares
a los de Carswell, tanto desde el punto de vista patolégico como clinico hacia 1835,
atribuyéndole el nombre de “afeccion de la médula con paraplejia” (Cruveilhier J, 1841). En
1849, Friedrich Theodor von Frerichs publicé un relato muy parecido a los conceptos actuales
de la EM, resaltando que la enfermedad ocurria mas comunmente en individuos jovenes. Dio
a conocer el variado curso de la enfermedad con exacerbaciones, episodios de recaida y

remisién y posterior cuadro progresivo (Moreira MA, 2002).

En 1857, Carl Rokitansky utilizé técnicas avanzadas en microscopia y describié que las
placas podrian representar proliferacion de tejido conectivo en la médula, el puente y el
bulbo, y producir paresia progresiva. El mérito de las primeras descripciones clinicas y
anatémicas detalladas de la enfermedad validas a dia de hoy se atribuye a Jean-Martin
Charcot. El término “esclerosis en placas” lo introdujo Edmé Félix Alfred Vulpian, gran
colaborador de Charcot, en 1866 (Vulpian EFA, 1866). En 1868, Charcot difundié su célebre
publicacién “Histologie de la sclerose en plaque”, que identificaba una nueva enfermedad

previamente confundida con paralisis, a la que denomind Esclerosis en Placas. Charcot



enfatizaba que la EM es una entidad clinicopatolégico distinta al presentar lesiones
diseminadas en el tiempo y el espacio, asi como introdujo el término de desmielinizacion
(Covo P, 2015; Charcot JM, 1868). Los primeros relatos clinicos de la EM en la literatura

médica britanica los publicé William Moxon en 1873.

En 1884, Pierre Marie, sucesor de Charcot en el Hospital Pitié-Salpétriere de Paris,
clasificé los trastornos de la marcha distinguiendo los componentes espdstico y cerebelar.
También reconocid la gran variabilidad de los sintomas iniciales, distinguid las formas
progresiva primaria y progresiva secundaria e incluyé una nueva categoria, que denominé
“EM benigna”(Marie P, 1884). Debido a los hallazgos de Louis Pasteur (1822-1895), Pierre
Marie sugirié en 1884, que la EM podria ser producida por un agente infeccioso. En 1888, sir
William Gowers, un neurdlogo britanico, relaté la ocurrencia de la enfermedad en hermanos
y notd una frecuencia mas alta después del curso de una enfermedad exantematica, como
la varicela o el sarampidn. En 1899, James Samuel Risien Russell considerd poco probable
una etiologia infecciosa para la EM, pero considerd que la gripe podia desempeifiar un papel

durante su evolucion (Moreira MA, 2002).

Entre finales del siglo XIX y principios del siglo XX, nos encontramos las aportaciones a
la enfermedad de Eugene Devic y Lhermitte. Eugéene Devic junto a su discipulo, describié
una condicidn nerviosa diferente a la EM, que afectaba la médula espinal y el nervio éptico,
hoy conocida como “Enfermedad de Devic” o “neuromielitis dptica”(Covo P, 2015). Esto
ayudoé al diagndstico diferencial de la EM y a un mejor conocimiento de la enfermedad. Ya
en el siglo XX, Lhermitte Bollack & Nicolds detallan por primera vez el signo de Lhermitte,
el cual se describié como una “descarga eléctrica” y se establecié su relacion con la EM. Sus
hallazgos fueron presentados y publicados en la Sociedad Neuroldgica de Paris en 1924

(Lhermitte J, 1924).

En 1905, el descubrimiento de la treponema como agente de la sifilis por parte de Fritz
Richard Schaudinn desperté un gran interés por el papel de esta bacteria como causa
potencial de la EM. En la historia de la etiologia de la EM se han implicado una larga lista
de agentes viricos, pero nunca confirmados en estudios retrospectivos. Esta lista incluye el
virus de la rabia, herpes simple, parainfluenza virus 1, virus del sarampién, Epstein Barr,

citomegalovirus y coronavirus (Moreira MA, 2002). Recientemente, el virus de Epstein Barr



parece estar definitivamente ligado a la EM, seguln los estudios longitudinales realizados
por Bjornevik y su equipo en una cohorte compuesta por adultos jévenes, en los que 955
jévenes presentaron EM (Bjornevik K, 2022). Actualmente, con respecto a otros
microorganismos que se han asociado con la EM, los retrovirus endégenos conocidos como
HERV, especialmente HERV-W, tienen el papel mas importante en la patogénesis de la
enfermedad y se estan considerando como el puente de unidén entre el VEB y otros factores

ambientales y el desarrollo de la EM (Frau J, 2023).

Un poco mds adelante ya en los afios 30, basdandose en la presencia de desmielinizacidon
en las proximidades de vénulas, Putnam, neurdlogo estadounidense, creyd que el proceso
desmielinizante seria primariamente trombdtico, como consecuencia de esta teoria, se
preconizo el tratamiento con anticoagulantes para la EM, particularmente con dicumarina.
Durante los anos 20 y 30 se utilizaron otros métodos como alternativas terapéuticas para
la EM como: procedimientos quirdrgicos como la simpatectomia, la seccién de raiz y la
laminectomia, asi como tratamientos parenterales como la fibrolisina, la sueroterapia
hemolitica, la autotransfusion o el trasplante de bazo o el timo entre otros (Putnam TJ,

1947).

El concepto de EM como una enfermedad autoinmune lo establecié en 1935 Thomas
Rivers, del Rockefeller Institute de Nueva York, mediante estudios de replicacién de

encefalitis alérgica experimental en monos.

El primer investigador que observé las anomalias del LCR en la EM fue WA Hinton en 1922.
Para llegar a estos resultados realizé la prueba de Lange o la reaccion del oro coloidal a un
conjunto de pacientes con EM (Moreira MA, 2002). La reaccion del oro coloidal descrita por
Lange en 1912 consiste en afiadir una solucién coloidal de oro al LCR que da lugar a diferentes
floculaciones segln el contenido proteico del LCR. En los casos normales no existia
precipitacion del oro (estabilizacién del coloide), mientras que, en los casos patolégicos, la
floculacién del oro cambiaba la coloracién de la suspension a un color rojo brillante de distinta
tonalidad en funcién del grado de precipitacidén. Los tubos mas concentrados en proteinas
presentaban un patréon de coloracion denominado “curva parética”, propia de la paralisis
general progresiva o la EM. Los tubos con una concentracidn media producian un patrén de

coloracién denominado “curva luética”, propio de la meningitis o la neurosifilis (Von Storch T,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bjornevik+K&cauthor_id=35025605

1950). En 1942, Kabat et al, utilizando la recién desarrollada técnica de electroforesis,
identificd proteinas anormales en el LCR de personas afectadas por EM, con patrones

conocidos como bandas oligoclonales (BOC) (Kabat EA, 1950).

Otro punto importante en el tratamiento y seguimiento de la EM se produjo en 1955,
cuando Kurtzke desarrolld la primera escala descrita para definir el estado de discapacidad
fisica en EM (Kurtzke JF, 1955). Esta escala sirvié de base para el primer ensayo doble ciego,
en 1957 sobre la evaluacién de la isoniacida como posible tratamiento (Kurtzke JF, 1957). En
1983, Kurtzke publicd una versién ampliada de su escala — Expanded Disability Status Scale

(EDSS), que actualmente es la escala mas utilizada en todo el mundo (Kurtzke JF, 1983).

Con respecto a los criterios diagndsticos de la EM, a lo largo de del siglo XX se han
propuesto varios entre los que destacan los criterios de George Schumacher y su equipo de
la Universidad de Vermont. Estos criterios fueron establecidos en 1965 y se basaron en seis
caracteristicas: anormalidad objetiva en el examen neurolégico, evidencia de dos o mas
lesiones separadas en el sistema nervioso, afeccidén de la sustancia blanca, compromiso del
neuroeje, comienzo entre los 10 y los 50 aios, signos y sintomas que no eran sugerentes de
explicarse mejor por otra causa (Schumacher GA, 1965). Posteriormente, Charles Poser et
al. publicaron en 1983 sus reconocidos criterios para el diagndstico de EM, en los cuales sdlo
con la presencia de un episodio de enfermedad permitia diagnosticar la enfermedad
enfatizando el diagndstico con examenes paraclinicos complementarios, como la existencia
o determinacion de bandas oligoclonales, la observacién de un aumento de inmunoglobulina
G (IgG) en el LCR, alteraciones en los potenciales evocados y test urodindmico (Poser CM,

1983).

Actualmente, los criterios utilizados para el diagndstico de la EM son los de McDonald, los
cuales tienen en cuenta el cuadro clinico manifestado como brotes, la diseminaciéon de las
lesiones de la RMN con gadolinio en tiempo y espacio, y ademas incluye las anormalidades
del LCR. Estos criterios se desarrollaron por primera vez en 2001, actualizdndose en 2005,
2010 y en 2017 (McDonald WI, 2001; Polman CH, 2005; Polman CH, 2011; Thompson AJ,
2018). A lo largo de ese tiempo, el LCR ha ido adquiriendo una mayor relevancia en el

diagndstico de la EM, en el que la demostracién de bandas oligoclonales de LCR en ausencia



de hallazgos atipicos de LCR permite un diagndstico de la EM, en ausencia de criterios de

diseminacion en el tiempo.

En cuanto a las primeras sociedades cientificas para el estudio de la EM, la primera
sociedad se fundd en 1946 con sede en Nueva York, bajo el nombre de National Multiple
Sclerosis Society (NMSS). Posteriormente en 1967, se fundd la International Federation of
Multiple Sclerosis Societies (IFMSS), que agrupa a mas de 30 paises, y en 1986, el Consortium
of Multiple Sclerosis Centers (CMSC), actualmente considerado como la principal
organizacién de profesionales interesados en el estudio y la asistencia a los portadores de
EM. Del mismo modo, se fundaron el Comité Europeo para el Tratamiento y la Investigacion
de la EM (ECTRIMS), en 1982; el Comité Americano para el Tratamiento y la Investigacion de
la EM (ACTRIMS), en 1996; el Comité Latino-Americano para el Tratamiento y la Investigacion
de la EM (LACTRIMS), en 1999; y el Comité Brasilefio para el Tratamiento y la Investigacion
de la EM (BCTRIMS), en 1999 (Moreira MA, 2002). En definitiva, dada la importancia de esta
patologia, existe un gran niumero de fundaciones y sociedades cientificas que a dia de hoy

coordinan protocolos de actuaciéon para el tratamiento y la investigacion de la EM.



1.2. Epidemiologia y Factores de riesgo

La incidencia y prevalencia de la EM presenta una distribucion geografica heterogénea,

III

caracterizada por un “gradiente latitudinal”. La prevalencia media global de la EM es de 35.9
casos por cada 100.000 habitantes, con una gran variacion entre diferentes paises (Atlas of
MSIF, 2020). De este modo, el Continente Americano y Europa tienen la mayor prevalencia (con
112 y 133 casos por cada 100.000 habitantes, respectivamente), mientras que los paises del
Pacifico Occidental y Africa son los que presentan la prevalencia mas baja (5 y 5 por cada
100.000 habitantes, respectivamente). Las areas de prevalencia cldsicamente medias (Espafia,

Italia...) se consideran en la actualidad regiones de alto riesgo, en torno a los 100 casos por cada

100.000 habitantes.

Como hemos comentado anteriormente, la EM supone la segunda causa de discapacidad
no traumatica en adultos jovenes, siendo mas frecuente en mujeres en una proporcién 2:1
respecto a los hombres. Son numerosos los estudios que ponen de manifiesto esta
prevalencia en el sexo femenino en cohortes de distintas zonas de la geografia mundial. Por
ejemplo en Canada, la ratio mujer/vardn para formas recurrentes ha aumentado por afio de
nacimiento a lo largo de los ultimos 50 afios (Orton SM, 2006) y, en el registro danés, la
incidencia en las mujeres se ha duplicado desde 5,91 hasta 12,33 nuevos casos al afio por cada
100.000 habitantes en los ultimos 60 afios, con sélo un ligero aumento en los varones (desde
4,52 hasta 6,08) (Koch-Henriksen N, 2018). En el area sanitaria Norte de Sevilla, un estudio
longitudinal realizado por el Dr. Izquierdo entre enero del 2001 y diciembre del 2011, reporté

una incidencia de 4,6 casos al ano por cada 100.000 (lzquierdo G, 2015).

Por otro lado, hay estudios que también ponen de manifiesto que las mujeres tienen mas
probabilidades de desarrollar mas precozmente EM clinicamente definida (EMCD) tras un
SNA, y de tener mas lesiones inflamatorias en la RMN y mas brotes que los hombres (Dunn
SE, 2015; Ysrraelit MC, 2019). Esta diferencia en funcion del sexo, tanto en la EM como en
otras condiciones autoinmunes, sugiere un sesgo de género y una posible asociacién
hormonal. Los esteroides sexuales influyen tanto en la inmunidad humoral como en la
mediada por células, demostrandose en varios estudios, que las hormonas sexuales en
particular, tienen un efecto inmunoprotector en las enfermedades autoinmunes impulsadas

por linfocitos Thl (Aristimufio C, 2012; Avila M, 2018).

10



En 2008, fue publicado por la organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Multiple Sclerosis
International Federation (MSIF), el primer Atlas de la EM que recoge la informacién acerca de

esta patologia en 112 paises (World Health Organization, 2006).

En el afio 2013 y 2020, se publicé una actualizacion de los datos por parte de la MSIF, en el
gue se ponia de manifiesto que, si bien la EM esta presente en todas las regiones del mundo,

su prevalencia varia enormemente segun la zona geografica (Atlas MSIF 2020; MSIF, 2013).
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Figura 1: Prevalencia de EM en el mundo (2020). Espaia es uno de los paises con mayor prevalencia
de EM a nivel global (Adaptado de “Multiple Sclerosis International Federation. Atlas of MS 2020

Mapping multiple sclerosis around the world”).

En un metaandlisis publicado en 2010, se observé un aumento casi universal de la
prevalencia y la incidencia de la EM a lo largo del tiempo; este aumento desafia la teoria bien
aceptada de un gradiente latitudinal de incidencia de EM en Europa y América del Norte,
mientras que este gradiente todavia se evidencia en Australia y Nueva Zelanda (Koch-Henriksen

N, 2010).
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En Espafa se vienen realizando estudios epidemioldgicos de EM desde 1968, se han
comunicado desde entonces 43 estudios que podemos agrupar en tres épocas: anos 80 con
una prevalencia media entre 5y 23 casos por cada 100000 habitantes, afios 90, entre 32 y 65
casos por cada 100.000 habitantes; y a partir del 2000, entre 80 y 180 casos por cada 100.000
habitantes. Los ultimos datos de un reciente estudio, llevado a cabo en San Vicente del Raspeig
(Alicante), obtuvieron como resultado una prevalencia de EM de 102 casos por cada 100.000
habitantes (intervalo de confianza al 95%: 79,1-132,2), y la ratio de sexo mas alta descrita en
Espaia: 3,5 a 1 (Pérez-Carmona N, 2019a). También la ratio de sexo ha crecido en Espafia a
favor de las mujeres. Las cifras mds elevadas de ratio de sexo han sido las descritas en Sevilla
(2,5a1), Murcia (2,6 a 1), Las Palmas (3 a 1) y Alicante (3,5 a 1) (Izquierdo G, 2015; Candeliere-
Merlicco A, 2016; Aladro Y, 2005). En cuanto a la incidencia, la media de las incidencias de los
ultimos estudios prospectivos es de 4,2 casos anuales por cada 100.000 habitantes (Pérez-

Carmona N, 2019b).

Respecto a la edad de comienzo, la EM puede comenzar a cualquier edad, pero raramente
se manifiesta antes de los 10 y después de los 60 afios, siendo en torno a los 25-30 afios el

comienzo mas habitual de la enfermedad.
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Ref. er:xchIae :;a Prevalencia®  Incidencia® d:fggfn c Poblacidn
Las Palmas [37] 2002 78 41 3al 82.623
Eiﬁfi‘: E‘i; [62] 2003 79 5,3 16a1 90.188
Bajo Aragdn [63] 2003 75 4,6 1.9a1 58.666
Lanzarote [B4] 2004 a7 2,2-4.6 1,431 127.278
Milaga [34] 2008 125¢ - 2al 1.528.851
Albacete [65] 2009 73 - 2.3a1 400.291
Osona [656] 2009 80 - 1.4a1 150,139
Sevilla [35] 20Mm a0 4,6 2,5a1 163.324
La Rioja [67] 20m 65 3,5 2al 322.955
Murcia (draa 1) [3E] 2010 72 - 2,6al 171.040
Gerona [39] 2013 - 3,6 1.5a1 747 T82
Tarragona [6E] 2014 73 - 2a1 814.000
Murcia (dreal) [Ba] 2014 88 5,8 2,1a1 257.865
Ferrol [29] 2015 o 5,5 2.5a1 194.834
Qurense [30] 2016 184 7.8 2,2a1 105.893
Eizp"gif?;‘ﬁ ;"-r':m] [31] 2017 102 4,6 3,5a1 56.715
3 Casos por 100.000 habitantes; ¥ Casos por 100.000 habitantes/afo; © Mujeres/hombres; 4 Metodologia de
captura-recaptura.

Tabla 1: Estudios de incidencia y de prevalencia en Espafa desde 2002 hasta la actualidad (Adaptado

de Pérez-Carmona N, 2019b).
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1.2.1. Factores de riesgo

Ademas del factor geografico anteriormente mencionado, existen otros factores de riesgo
que se han relacionado con la EM. Los factores de riesgo que han recibido y reciben
actualmente mds atencién por parte de los investigadores incluyen los factores genéticos,

ambientales e inmunoldégicos principalmente.

- Factores genéticos:

Entre los factores genéticos que parecen contribuir al riesgo de EM, presenta una especial
relevancia la variacién que involucra a los diferentes haplotipos del CMH clase II.
Concretamente es la asociacién genética entre los loci HLA-DRB1, HLA-DRB1_01 y HLA-DQB1
los que mas se han relacionado con la susceptibilidad de padecer EM. Por otra parte, la
presencia de un elemento de respuesta de vitamina D (VDRE) ubicado en la regién promotora
de muchos alelos HLA-DRB1, sugiere que las diferencias ambientales de dicha vitamina
podrian interactuar con HLA-DRB1 para influir en el riesgo de padecer EM, lo cual evidencia la
interaccion de los factores genéticos con los factores ambientales en esta enfermedad
(Sawcer S, 2014; Goodin DS, 2018). En los ultimos afios, gracias a la contribucién de los
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS), se han identificado nuevos loci de riesgo
de EM, como el locus 11g23.3, que induce la expansién de linfocitos T reguladores circulantes
CXCRS5 positivos (Gil-Varea E, 2020), o el locus L3MBTL3, regulador de la via de sefializacion
Notch, la cual participa en la neurogénesis adulta y la diferenciacién de oligodendrocitos, y

también es esencial para el desarrollo de células T (Alcina A, 2022).

- Factores ambientales:

Se ha descrito que existe una relacidn inversa entre los niveles séricos de vitamina D,
relacionados con la exposicion al sol y a la radiacién ultravioleta B, y el riesgo de EM (Matias-
Guiu J, 2018; Alfredsson L, 2019). Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente relacionado
con los haplotipos HLA tipo I, la exposicién solar es considerada uno de los factores
ambientales mas importantes de la EM. Ademas de su papel en el metabolismo del fésforo y
el calcio, la vitamina D también juega un papel importante en la sefializacién inmunitaria. La
vitamina D facilita la accién de las células T reguladoras y promueve un alejamiento de la

respuesta inmunitaria inflamatoria (Tarlinton RE, 2019).
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Un factor de riesgo ambiental que ha cobrado especial relevancia en los Gltimos afios son
las infecciones virales. Aunque muchos virus se han asociado con la EM, no ha sido hasta un
estudio reciente en el que se ha vinculado de forma evidente la infeccidon por el virus Epstein
Barr (VEB) con el desarrollo de EM (Bjornevik K, 2022). La manifestacion de la enfermedad
mediada por VEB sugiere un mecanismo de mimetismo molecular, a través del cual las
secuencias de proteinas virales del VEB imitan a las proteinas de la mielina humana y otras
proteinas del SNCy, por lo tanto, inducen autoinmunidad contra la mielina y los antigenos del
SNC, siendo un posible desencadenante de la enfermedad (Tengvall K, 2019; Jog NR, 2020).

Otros factores de riesgo de tipo ambiental que se han vinculado con la EM son el
tabaquismo, la dieta, los cambios en el microbioma intestinal y la obesidad infantil o
adolescente (Healy BC, 2009; Tarlinton RE, 2019).

En cuanto a la evolucidn de la enfermedad, también se ha demostrado que ciertos factores
de riesgo estdn asociados con el empeoramiento de la discapacidad en la EM, como es el
tabaquismo. Recientemente, un estudio publicado en 2022, evidencié que al menos el 13% de

los casos de EM podrian prevenirse evitando este tipo de riesgo (Manouchehrinia A, 2022).

Con respecto al estado vacunal, aunque se han llevado a cabo estudios, no existen
suficientes evidencias que describan una relacidn clara entre las vacunas, en particular las de
la hepatitis B y el virus del papiloma humano (VPH), y el riesgo de desarrollar EM (Langer-

Gould A, 2014).

- Factores inmunolégicos:

Existen estudios que evidencian una relaciéon entre EM y la presencia de trastornos
autoinmunes, tales como la diabetes mellitus tipo 1 o la enfermedad inflamatoria intestinal
(Sawcer S, 2014). Existen genes de expresidon comun entre la diabetes de tipo 1y la EM (Safari-
Alighiarloo N, 2020), asi como similitudes en la regulacion génica en diferentes niveles
mediante ARN no codificante (micro-ARN, los ARN circulares y los ARN largos no codificantes)
en varias enfermedades autoinmunes como la EM, el lupus eritematoso sistémico, la artritis

reumatoide y la diabetes mellitus tipo 1 (Lodde V, 2020).
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1.3. Fisiopatologia de la EM

Aunque la causa definitiva de la EM es desconocida, a dia de hoy la teoria mas ampliamente
aceptada, es que se considera una enfermedad de tipo autoinmune desencadenada por
factores ambientales que actian sobre un huésped genéticamente susceptible (Baecher-Allan
C, 2018). El resultado es la activacion anormal del sistema inmunolégico, el cual reacciona
contra elementos propios del SNC, produciendo inflamacion y dafio axonal (Compston A,

2008).

En la fisiopatologia de la enfermedad se ha descrito distintas células y moléculas

implicadas, tanto del sistema inmune como células gliales, que detallaremos a continuacién.

1.3.1 Células implicadas en la patogenia de la EM

v' Microglias y macréfagos inflamatorios:

Las microglias son células neurogliales del tejido nervioso con capacidad fagocitaria y de
soporte que representan al sistema inmunolégico en el SNC. Se encargan de la eliminacién de
desechos celulares y de la deteccidén de patdégenos en el SNC. Al activarse como respuesta a
lesiones, inflamacidn o infecciones toman un aspecto ameboide y provocan un aumento en la
expresion de marcadores de superficie tipicamente asociados con macréfagos como F4/80 y
Mac-1 produciendo citocinas, quimiocinas y metabolitos que regulan directa e indirectamente
la neurodegeneracién en la EM (como CCL-2, IL12 e IL23) (Olson JK, 2004). También expresan
moléculas HLA-Il y HLA-II junto con moléculas coestimuladoras CD40, CD80, CD86, lo que les
permite reactivar células T en el SNC. Después de su activaciéon pueden tener una funcién
antiinflamatoria o proinflamatoria. En los estadios tempranos de la EM, las microglias
activadas y macrofagos periféricos reclutados al SNC pueden identificarse en las lesiones con
dafio axonal y neuronal. Estas células son activadas por citocinas producidas por las células T

y por productos de la degradacién de la mielina (Singh S, 2013).

Los macroéfagos inflamatorios presentan actividad neurotdxica directa, como el TNFa que
induce apoptosis en las neuronas y actia de forma autocrina para promover la secrecion de
glutamato, o la IL1B con actividad neurotdxica e inductor de la produccién de éxido nitrico
(ON), que junto con las especies reactivas de oxigeno favorece la neurotoxicidad y el dafio

oxidativo presente en la EM (Sofroniew MV, 2010).
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v’ Astrocitos:

Son las células mas abundantes en el SNC. Parte de la disfuncion en la barrera
hematoencefdlica, que caracterizan la enfermedad, esta relacionada con defectos en la
funcionalidad de los astrocitos perivasculares. Durante el curso de la EM, distintos estimulos
como citocinas y productos de degradacidon de la mielina activan a los astrocitos, produciendo
citocinas y quimiocinas que promueven la respuesta inflamatoria en el SNC. Entre los
productos resultantes de su activacién esta: el CCL-2, el TNF-a, ademas de éxido nitrico,
especies reactivas de oxigeno, glutamato y ATP en las lesiones provocadas por la EM

(Sofroniew MV, 2010).

Los astrocitos también regulan la actividad de otras células involucradas en la
inmunopatologia de la EM, como son los oligodendrocitos, células T, microglias y macréfagos,

células B, células dendriticas, células NKy células Ty & (Cuevas-Garcia C, 2017).
v’ Células T CD4+:

Son los subtipos Thl y Th17 los que principalmente juegan un papel en la fisiologia de la
EM. Las células Th1 se activan ante la presencia de IL12 y se caracterizan por la expresién del
factor de transcripcion Tbet, el cual controla una cascada de expresidn génica que resulta en
la produccién de interferén gamma (IFNy) y otras moléculas efectoras. Sin embargo, las Th17
responden a la activacién del factor de crecimiento transformante B1(TGFB1), IL6, IL21 o 1L23
y se caracterizan por la expresion del factor de transcripcién RORyt, que deriva en la expresion
de IL17 y otras moléculas efectoras, contribuyendo por distintos mecanismos a la patologia
de la EM. Las células Thl y Th17 también promueven la activacidn de microglias, macréfagos,
astrocitos y linfocitos B mediante la produccidon de citocinas y factores de crecimiento,
activando mecanismos adicionales neurodegenerativos (Codarri L, 2011; Machado-Santos J,

2018).

La participacion de las células CD4 es consistente con el riesgo genético asociado a las
moléculas HLA de clase Il (HLA-II), ya que estas moléculas son las responsables de procesary
presentar los antigenos a dichos linfocitos, provocando una activacion disfuncional del mismo.
Se ha observado que los genes que codifican para HLA-II son los que confieren un mayor riesgo

genético de EM (Sawcer S, 2014; Goodin DS, 2018).
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Las células T de los pacientes con EM pueden reconocer una gran variedad de proteinas de
la mielina, incluida la proteina proteo-lipidica MBP (PLP), la glicoproteina de oligodendrocitos
de mielina (MOG) y la proteina basica de oligodendrocitos asociada a la mielina, entre otras.
También se han descrito antigenos de células T no amilinicas, incluyendo aB cristalino y

proteinas neuronales como la contactina-2.

Los linfocitos T CD4+ Th17 se han detectado en mayor concentracién en los pacientes con
EM. Este subtipo entra con mas facilidad al SNC y una vez dentro son capaces de mediar
lesiones mediante el reclutamiento de neutréfilos polimorfonucleares y monocitos, junto con

la coproduccidn de otras citoquinas, como la IL-22 y la IL-21 (Wu GF, 2011).
V' Células T CD8+:

Son mucho mas abundantes que las CD4+ en placas cronicamente inflamadas en el SNC de
enfermos con EM. Las células T CD8+ interactuan con células que expresan el complejo mayor
de histocompatibilidad de clase | (MHC-I), el cual se encuentra en todas las células nucleadas,
formando una sinapsis inmunoldgica estabilizada por las moléculas de adhesion LFA-1 e ICAM-
1. La citotoxicidad por células T CD8+ es mediada por dos mecanismos: Por la secrecién de
granulos liticos que contienen perforina y granzimas y por la interaccién de FasL con Fas
expresado en neuronas. Las células T CD8+ también producen grandes cantidades de factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) e IFNy. El TNFa altera directamente la estructura y
funcionalidad de la membrana neuronal, interfiriendo con la funcionalidad de las neuronas e

induciendo su apoptosis.
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Figura 2: Factores celulares y moleculares implicados en la inmunopatogénesis de la EM. El
diagrama destaca las interacciones neurales e inmunes en la EM, incluidos los factores que
intervienen en el trafico de leucocitos, la lesidon axonal y la presentacion de antigenos. (Mglia:
microglia. Ab: anticuerpo; linfocito B; B; FDC: célula dendritica folicular; M @: macréfago; Mono:
monocito; PC: célula plasmatica; pDC: célula dendritica plasmocitoide; PVM ¢: macréfago
perivascular; linfocito T: T; TNF: factor de necrosis tumoral; VLA-4: antigeno 4 de activacion muy

tardia.) (Adaptado de Wu GF, 2011).

v' Células B:

La evidencia actual indica que los linfocitos B estdn implicados en la fisiopatologia de la EM.
Anteriormente se conocia que tanto los linfocitos B como las células plasmaticas producen
anticuerpos frente a algin agente infeccioso, aun no identificado, causante de la EM (Burgoon
MP, 2004). A dia de hoy, las anomalias de la funcidn de las células B incluyen la produccién de
citocinas proinflamatorias, la funcion reguladora defectuosa de las células B y la formacion de
estructuras similares a los linfoides terciarios en el SNC, que son la fuente probable de la

produccién anormal de inmunoglobulinas detectables en el LCR (Cencioni MT, 2021). En
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condiciones naturales, los linfocitos B no pueden atravesar la BHE, pero pueden hacerlo tras
el proceso inflamatorio y la consecuente ruptura de la barrera, y favorecer la progresion de la
EM por diferentes vias: bien como células presentadoras de antigenos a los linfocitos T,
promoviendo por lo tanto la coestimulacién de linfocitos T autorreactivos, o por la produccién
de autoanticuerpos especificos contra la mielina (Sospedra M, 2005). Existe ademas una
poblacion de linfocitos B residentes en el LCR, que constituye aproximadamente el 5% de las
células del LCR (Ransohoff RM, 2012), que contribuyen a la secreciéon clonal de
inmunoglobulina G, localizada dentro de los infiltrados perivasculares y en los foliculos
linfoides de las meninges del SNC. En estos foliculos se han encontrado células B en pacientes
con enfermedad EM en fase secundaria progresiva, participando en el proceso inflamatorio
junto con células Ty células plasmaticas (Serafini B, 2004). Las células B producen un aporte
de citocinas proinflamatorias como la linfotoxina y el TNFa, que potencian el ambiente

inflamatorio existente.

1.3.2. Moléculas del Sistema Inmune implicadas en la patogenia de la EM

v Inmunoglobulinas:

Las inmunoglobulinas (Ig) son las estructuras de reconocimiento de los linfocitos B. Estan
localizadas en la superficie de estas células. También las encontramos como moléculas
efectoras libres, una vez han sido liberadas por los linfocitos B maduros o células plasmaticas.
Son proteinas heterodiméricas compuestas por dos cadenas ligeras (L), y dos cadenas pesadas
(H), unidas entre si por puentes disulfuro. Las H pueden ser de tipoy, W, @, 8 y €, definiéndose
5 clases (isotipos) de Ig o anticuerpos: 1gG (con subdivisién de subclases IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4), 1gM, IgA (con subdivision de subclases IgAl e IgA2), IgD e IgE. Las L pueden ser de dos
tipos: cadena kappa o lambda (Schroeder HW, 2010).

Las Ig estan constituidas por un dominio variable, con capacidad de reconocimiento de los
antigenos, y un dominio constante (Fc), con especificidad de las funciones efectoras, divididas

por una region bisagra (Stanfield RL, 2014).
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Figura 3: Esquema de una inmunoglobulina. H= cadena pesada; L= cadena ligera; Fab= dominio
variable; Fc= dominio constante; N=extremo amino terminal; C= extremo carboxi terminal; S-S=
puente disulfuro; CDR= regiones determinantes de complementariedad; Gm y Km= alotipo

(marcador genético) (Adaptado de Schroeder HW, 2010).

Los dominios variables se crean por medio de una compleja serie de reordenamientos de
genes, que sufren hipermutaciones somaticas después de la exposicién al antigeno, para
permitir afinar la maduracién. En esta zona encontramos 3 regiones determinantes de
complementariedad (CDRs), flanqueadas por regiones relativamente constantes. En los

dominios constantes se produce el cambio de clase o isotipo “switch” de Ig.

Las cadenas pesadas y ligeras estan codificadas por familias separadas de multigenes, y los
dominios individuales variables y constantes son codificados por elementos independientes:
los segmentos V(D)J para los dominios variables y exones individuales para dominios
constantes. A su vez, las L y pesadas estan codificadas por diferentes loci: Las L de subclase k
estan codificadas por el locus con localizacidon Chr22.911.2, y las de subclase A en Chr.2qg1.2.
Ambas contienen segmentos V, J y C. Por otro lado, las cadenas pesadas estan codificadas por
los genes localizados en Chr.14g32.2, las cudles, ademas de contener los segmentos citados
en las L, también contienen los segmentos D, responsables de la diversidad (Stanfield RL,

2014).
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Figura 4: Representacion de la organizacién cromosdmica de los grupos de genes Ig H, k y A. Los

numeros muestran la cantidad de genes funcionales de cada segmento (Adaptado de Schroeder HW,

2010).

Las cadenas pesadas y ligeras se sintetizan de forma separada en el interior de la célula
plasmatica y posteriormente se unen, antes de ser secretadas como inmunoglobulina
completa. Para mantener la conformacidon normal de esta proteina, las células plasmaticas
producen un exceso de L en relacién a las H de aproximadamente un 40 %, y este exceso es
secretado después con la inmunoglobulina completa en forma de CLL. Las CLL existen como
dos isotipos (kappa o lambda), y cada uno de ellos aparece en dos formas moleculares,
mondmeros (25 kDa) y dimeros (50 kDa). Ambas formas de CLL se encuentran en diferentes
fluidos corporales, incluyendo suero, LCR, orina, saliva, lagrimas y liquido sinovial. La
concentracion de las CLL de inmunoglobulinas en suero depende del equilibrio entre su
produccién por las células plasmaticas, que en un individuo sano es de 500 mg/dia
aproximadamente, y su aclaramiento renal. En determinadas patologias inflamatorias como
la EM, estos niveles se encuentran alterados, siendo anormalmente altos (Lopez-Corral L,

2010).

La produccién intratecal localizada de inmunoglobulinas, que visualizada de forma

cualitativa es denominada bandas oligoclonales (BOC), son un producto de las células B
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expandidas por clonacidn dentro del compartimento del LCR. Las células plasmaticas del LCR
de los pacientes con enfermedad desmielinizante inflamatoria produce anticuerpos que son
capaces de unirse a la mielina y reconocer la proteina basica de mielina. La mayoria de los
anticuerpos detectados en el LCR pertenecen a los isotipos 1gG, principalmente de las
subclases IgG1 e 1gG3, y en menor medida IgM e IgA. Tanto las IgG1 e IgG3 como la IgM son
activadores del complemento a través de sus dominios constantes C al componente clq,
presentando una mayor citotoxicidad mediada por dicho sistema (Losy J, 1990; Wu GF, 2011;

Yu X, 2020).

La sintesis intratecal de IgM lipido-especificas, que se observan de forma cualitativa
mediante la determinacién de las bandas oligoclonales de IgM lipido-especificas, observa en
un subconjunto de pacientes con EM, que alcanza aproximadamente el 70% de los que
presentan IgM total. Algunas IgM aisladas de pacientes con EM se dirigen a una variedad de
antigenos lipidicos, predominantemente la fosfatidilcolina. Estas BOC de IgM lipido-
especificas persistentes estan asociadas con una enfermedad mas agresiva, con discapacidad,
atrofia cerebral y mayor carga de lesiones en la fase inicial de la enfermedad (Alvarez-
Cermeiio JC, 2016; Villar LM, 2002). Un 40% de los pacientes presenta bandas IgM totales, de
los cuales, la reactividad antilipidica se encuentra en casi el 70% de los pacientes (Villar LM,
2005). Estos anticuerpos se correlacionan con la sintesis intratecal de C3 y la concentracién
de proteina basica de mielina en el LCR, lo que respalda el papel de la IgM en la
desmielinizacidn. Por otra parte se han encontrado correlaciones entre el indice de IgM y la
presencia de linfocitos CD5+ en el SNC, los cuales estan implicados en la producciéon de IgM
intratecal (Villar LM, 2008). En particular, un aumento de la IgM intratecal se asocia con una
mayor puntuacion en la escala de discapacidad expandida (EDSS) en el momento de la puncién
lumbar (PL) y también estdn presentes con mayor frecuencia en las formas EMSP (Villar LM,

2002).
v' Otras moléculas implicadas

Los neurofilamentos son proteinas expresadas selectivamente en el citoesqueleto de las
neuronas, y cuyos niveles elevados son un marcador de dafio axonal. Los niveles elevados de
neurofilamentos pueden servir como un marcador de actividad de la enfermedad en curso,
asi como una herramienta para medir la respuesta a la intervencion terapéutica. La utilidad

potencial de los neurofilamentos ha aumentado considerablemente a medida que los avances
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recientes han permitido medir los niveles tanto en el liquido cefalorraquideo como en la
sangre. Se ha evidenciado niveles altos de cadenas ligeras de neurofilamentos (NfL) , en LCRy
en sangre en pacientes con EM, vinculadas a recaidas y elevadas en pacientes con SNA que

luego se convierten en EM (Gordon B, 2020).

Actualmente también se estd estudiando la relacion de los denominados patrones
moleculares asociados al dafio (DAMPs, del inglés “Damage-associated molecular patterns”)
con la progresién de la EM en los distintos perfiles evolutivos. Estas moléculas estan
normalmente presentes en el interior de todas las células y cuando se libera en el medio
extracelular por células dafiadas o muertas, son capaces de provocar una respuesta
proinflamatoria, induciendo la produccion de citoquinas y activando el sistema inmunoldgico
innato. Entre estos DAMPs se encuentra el ADN mitocondrial libre de células circulantes y
HMGB1 (proteina no histénica de unién al ADN, que actia como regulador de la transcripcién

y como estabilizador del nucleosoma) (Nasi M, 2020).

Como hemos comentado anteriormente, la inflamacién, la desmielinizacién y la
degeneracion axonal son los principales mecanismos patolégicos que causan las
manifestaciones clinicas. La placa desmielinizante, el principal sello patolégico de la EM,
contiene una respuesta inmunolégica dominada por células T CD8+ y CD4+, que junto con la
presencia de células B productoras de inmunoglobulinas, sugieren que la EM es un trastorno
inmunomediado que involucra multiples antigenos del SNC (Lemus HN, 2018). Los infiltrados
inflamatorios contienen principalmente linfocitos T CD8+ restringidas al Complejo de
Histocompatibilidad humana de clase | (HLA-1), independientemente de la etapa de actividad
o enfermedad. Mientras que el dafio y la desmielinizacién de los oligodendrocitos ocurren
como resultado de la inflamacidn, los axones estan relativamente conservados en las primeras
etapas de la enfermedad; sin embargo, a medida que la enfermedad progresa, se desarrolla
un dafio axonal irreversible. La enfermedad acaba dominada por la activacién microglial y la

neurodegeneracion crénica (Dobson R, 2019).

Todo este proceso, que sucede en varias etapas, comienza en primer lugar con la activacion

de las células T autorreactivas que pudiera ser desencadenado por:
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e Un factor sistémico o local (infeccidn virica, puerperio, etc.) mediante un mecanismo
de mimetismo molecular (epitopos compartidos por la mielina y los posibles agentes
infecciosos).

e Por una estimulacion a través de superantigenos viricos o bacterianos (proteinas

bacterianas o viricas que son capaces de unirse a la molécula HLA).

Una vez las células T se encuentran activadas, se unen a la pared endotelial a través de la
interaccion con las moléculas LFA-1 (antigeno asociado a la funcidn leucocitaria) y VLA-4 (la
subunidad alfa 4 del antigeno de activacion muy tardia) y atraviesan la barrera
hematoencefdlica hacia el SNC, gracias a la accion de enzimas del tipo MMP-9

(metaloproteasa-9).

Ya en el SNC, las células T activadas se unirdn a la correspondiente célula presentadora de
antigeno local (macréfago o microglia), junto a una molécula de HLA-Il (Kamm CP, 2014,

Fernandez O, 2015).

Células T autorreactivas contra
antigenos de miedina

CPA
Células T activadas

Periferi
CPAenel SNC

Figura 5: Etiopatogenia de la EM simplificada. Reconocimiento antigénico en la periferia, proliferaciéon
clonal, paso de la barrera hematoencefalica (BHE) y nuevo reconocimiento en el sistema nervioso
central (SNC), con producciéon de lesiones en mielina y axones como resultado. CPA: célula

presentadora de antigenos (Adaptado de Fernandez O, 2015).
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Una vez constituido el complejo trimolecular (receptor de la célula T o RCT, el antigeno vy la
molécula HLA clase IlI), las células T, que son de fenotipo colaborador CD4 (Thl y Th17)
producen citocinas proinflamatorias (interferén y, factor de necrosis tumoral alfa —=TNFD—, IL-
1, IL-2, IL-12, IL-17) y quimiocinas, que inducen proliferacién clonal de células T y que atraen
a los macroéfagos, células natural killer y a la microglia, activandolas, y poniendo en marcha la
inflamacién. De este modo, distintos estudios sugieren que las células T CD4+ actuarian como
impulsores clave del inicio de la enfermedad y a continuacion, gracias a la expansién clonal,
las células T CD8+ asumirian un papel principal en las lesiones activas de EM (Machado-Santos

J, 2018; Stoji¢-Vukanic Z, 2020).

Al mismo tiempo, los linfocitos T colaboradores tipo 2 (Th2) liberan citocinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-6, IL-10, TGF) que tienden a regular el estado proinflamatorio del
sistema inmune, pero que ademas inducen la proliferacidon de células B, con la consecuente
elaboracién de anticuerpos. El equilibrio entre los distintos tipos de citocinas determinara el

sentido de la reaccién inmune (Fernandez O, 2015).
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Figura 6: Células T efectoras en la EM. Las linfocitos T activados, cruzan la BHE y en el SNC se
unen a las moléculas HLA donde se reactivan y comienzan a secretar citoquinas para realizar

sus funciones efectoras (Adaptado de Baecher-Allan C, 2018).
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La respuesta inmune innata presente en el foco inflamatorio, representada principalmente
por los linfocitos T CD8 citotéxicos, y los Ty 6 que no tienen restriccién HLA, atacan directamente
a los oligodendrocitos. Entre los mecanismos moleculares independientes de receptor
involucrados en la muerte celular estd el estrés oxidativo, mediado esencialmente por éxido
nitrico; la excitotoxicidad mediada por glutamato; las proteasas-calpaina y el sistema
perforina/granzima. Y entre los mecanismos dependientes de receptor se encuentran los
mediados por receptores de muerte celular (miembros de la superfamilia de receptores del TNF),
el CD95/ Fas, el TNF-R1 y DR3. En este ultimo, hay estudios recientes en el que se han informado
un aumento de los niveles de expresidon genética de DR3 en pacientes con EM remitente-
recurrente (EMRR) a través de su unidn al ligando 1A del tipo TNF(TL1A) (Hagman S, 2015).Todos
estos mecanismos conducen a la expresion andmala de las proteinas mielinicas, con apoptosis
de los oligodendrocitos y, por tanto, la pérdida gradual de los mismos y como consecuencia, se

produce la desmielinizacién (Basnyat P, 2019).

Por otra parte, la barrera hematoencefalica (BHE) restringe el intercambio de factores
humorales asi, como el paso de las células del sistema inmune desde la sangre al cerebro, siendo
crucial en el mantenimiento de la homeostasis cerebral. Por lo tanto, un elemento clave para el
daino inmunoldgico dentro del SNC durante la EM es el proceso por el cual estas células son
capaces de acceder a este compartimiento especializado. La via por la que puede ocurrir este
proceso se debe a los cambios en las moléculas de adhesion del endotelio vascular (ICAM-1 y
VCAM-1) por mediadores proinflamatorios que circulan por sangre, incluyendo el TNF y/o el
lipopolisacarido (Wu GF, 2011). Este hecho produce la migracidn de células a través de las células
endoteliales por LFA-1 y VLA-4. Estas integrinas son cruciales para la entrada de los linfocitos T y
se utilizan como dianas terapéuticas para farmacos como Natalizumab (Polman CH, 2006; van
Langelaar J, 2020). Por otro lado, las citoquinas y sus receptores, que median en la quimiotaxis,
también contribuyen a la migracién leucocitaria al SNC. Entre estas se encuentran el CXCL12,
expresado constitucionalmente en el SNC. Esta citoquina se localiza en el lado baso lateral de la
microvasculatura del SNC y tiene la funcién de retener a los leucocitos dentro del espacio
perivascular. El CCR6 (receptor 6 de quimiocina) se ha demostrado su implicacion en la entrada
inicial de los leucocitos al SNC y es responsable de reclutar células T CD4 inflamatorias que

expresan IL-17 (van Langelaar J, 2020).
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1.3.3. Epigenética de la EM

La epigenética se define como el estudio de los mecanismos que cambian la regulacién de

la expresién génica sin modificar o alterar la secuencia de ADN.

Los principales mecanismos de regulacidn epigenética en la EM son la metilacién del ADN,

la modificacion de las histonas y el silenciamiento de los miARN.

La metilacién de residuos de citosina silencia los genes, posiblemente bloqueando la unién
de factores transcripcionales. La acetilacién de las histonas facilita la unidn de los factores
transcripcionales al ADN, al contrario que la desacetilacidn, que inhibe la transcripcion,
influyendo en el proceso inflamatorio. Los cambios epigenéticos pueden generarse también a
nivel postranscripcional mediante microARN (miARN), que son ARNs no codificantes de una
sola cadena que modulan la diferenciacién celular, la proliferacion y la apoptosis; su
desregulacidn se ha asociado con autoinmunidad e inflamacion (Mohamed MS, 2019; Mycko

MP, 2020).

Estos procesos de regulacion epigenéticos representan un mecanismo mediante el cual los
factores ambientales, tales como el tabaco, los niveles de vitamina D y la exposicidn al virus
Epstein-Barr, pueden influir en la expresidon génica individual y, en consecuencia, sobre el
proceso inflamatorio, la desmielinizacidon y en la neurodegeneracién que acompaiia a la

enfermedad.

La susceptibilidad genética mdas importante en la EM se relaciona con los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad, especificamente el haplotipo HLADRB1*1501, que
con mayor frecuencia es transmitido por las madres y podria estar mediado por mecanismos
epigenéticos como la metilacion del ADN y la desacetilacion de las histonas (Cuevas-Garcia C,

2017).

También se ha visto que las regiones promotoras de los genes de IL-17 experimentan
acetilacién de las histonas e hipermetilaciéon del ADN. Ademads, existe una regulacion génica
mediada por miARN. Los niveles de expresién miR-155 y miR-326 estan estrechamente
relacionados con la diferenciacién de células TCD4 hacia el fenotipo Th1l7. Este conjunto de

actuaciones modula la respuesta de los linfocitos T (Iridoy CF, 2017).
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En cuanto la relacién entre los cambios epigenéticos y la progresién de la EM, se ha
evidenciado la contribucién de las modificaciones del ADN y las histonas en la diferenciacién
alterada de oligodendrocitos, en los procesos de mielinizacién/ remielinizaciéon defectuosa y
en la vulnerabilidad neuro-axonal sostenida, como los mecanismos principales en la
progresion de la enfermedad. En recientes estudios en pacientes con EM de tipo progresivo,
casi el 30 % de los genes alterados por patrones de metilacion fueron informados en las células
inmunitarias periféricas del tejido cerebral, con la consiguiente alteracion de las funciones

neuronales (Kular L, 2020).
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1.4. Manifestaciones Clinicas

La evolucion de la EM es extremadamente variable dado que las lesiones desmielinizantes
pueden afectar a diferentes areas a lo largo del SNC. La enfermedad se puede iniciar tanto de
forma brusca como ir evolucionando progresivamente. El espectro de enfermedad incluye
pacientes con menos afectacion, que apenas presentan traduccidn clinica y que Unicamente
tienen evidencia de desmielinizacién en la imagen por RMN, y en contraste, pacientes
severamente afectados con discapacidad.

Las manifestaciones clinicas mas comunes incluyen sintomas sensoriales en las extremidades
o en un lado de la cara, pérdida visual, debilidad motora aguda o subaguda, diplopia, alteraciones
de la marcha y problemas de equilibrio, signo de Lhermitte, vértigo, problemas de vejiga, ataxia

de extremidades, mielitis transversa aguda y dolor. La mayoria de los pacientes experimentan

fatiga, siendo la principal causa de incapacidad laboral.

En la siguiente tabla se resumen los signos clinicos mas frecuentes:

Tipo trastorno

Trastornos motores

Trastornos
sensitivos

Otros trastornos
neurolégicos

Trastornos
esfinterianos y
sexuales

Trastornos oculares

Trastornos
cerebelosos y de la
marcha

Trastornos del
suefno

Trastornos
neuropsiquiatricos
y neuropsicolégicos

Manifestaciones clinicas

La debilidad muscular es la mas frecuente (normalmente acompafiado de afectacién piramidal como
hiperreflexia y el reflejo cutaneoplantar extensor o signo de Babinski), monoparesia o paraparesia en
extremidades inferiores. En estadios avanzados, sintomas en tronco encefalico (Martinez-Altarriba MC,
2015; Martinez-Altarriba MC, 2015b)

Es la mas comun inicialmente. Sintomas como entumecimiento, hormigueo, pinchazos, opresion,
frialdad o hinchazdn de las extremidades o el tronco (Povedano B, 2019).

Mielitis aguda, la cual es la primera manifestacion en el 40% de los casos, con lesiones a nivel cervical o
dorsal con predominancia de sintomas/signos sensitivos sobre motores (Povedano B, 2019)

Muy frecuentes, se manifiestan como urgencia miccional, aumento en la frecuencia miccional o
nicturia, retraso o dificultad para el vaciado, retencion urinaria e incontinencia por rebosamiento (Yang
C, 2013).

En varones disfuncién eréctil en el 75% de los casos. En mujeres puede aparecer pérdida de la libido,
anorgasmia y disminucién de la lubricacién vaginal (Lew-Starowicz M, 2015).

Neuritis dptica (pérdida vision unilateral progresiva acompafiada de dolor retro ocular, con
empeoramiento visual debido al ejercicio y el calor, conocido como fenémeno de Uthoff) (Trivifio M,
2014).

Nistagmo pendular adquirido por lesiones en el tronco del encéfalo o a ceguera por lesion del nervio
Optico.

Movimientos descoordinados de las extremidades, inestabilidad postural y de la marcha, y disartria
cerebelosa, dismetria, descomposicidon del movimiento e hipotonia sobre todo en extremidades
superiores.

En cuanto a trastornos de la marcha, se incluyen marcha espastica, marcha con ataxia sensitiva y la
marcha cerebelosa.

Insomnio con dificultad para iniciar y mantener el suefio, debido al dolor (por Sindrome de Lhermitte,
neuralgia del trigémino, espasmos musculares, etc.), nocturia, sindromes psiquiatricos o por los efectos
adversos de los medicamentos utilizados.

Sintomatologia depresiva, ansiedad (debido al dolor, la fatiga, el abuso de sustancias y el deterioro
cognitivo). También menos frecuentes trastornos bipolares y sintomas psicéticos.

Deterioro cognitivo (factor determinante en calidad de vida. Afecta a la memoria reciente, la atencion
mantenida, la fluencia verbal, el razonamiento abstracto, la percepcion visoespacial y la velocidad de

procesamiento informacion (Chiaravalloti N, 2008).

Tabla 2: Manifestaciones clinicas mas frecuentes de la EM.

30




1.4.1. Curso Clinico de la EM

La EM presenta varios subtipos de perfiles clinicos y evolutivos de la enfermedad que se
clasifican segun la presencia de brotes o recaidas con o sin empeoramiento de la discapacidad
y en la progresién constante de la discapacidad independiente de las recaidas (Lublin FD, 2014)
(Koch-Henriksen N, 2019). Segun estos mecanismos, nos encontramos con el subtipo
recurrente-remitente y los subtipos progresivos primario y secundario (Lublin FD, 2014). Estos

ultimos a su vez, pueden encontrarse de forma activa o inactiva.
Patrones de evolucién que van a marcar el curso de la enfermedad:

» Sindrome clinicamente aislado (SNA): Representa el primer ataque clinico sugestivo de

EM. También se le considera como parte del fenotipo de EM recurrente remitente. Se puede
manifestar como una mielitis transversa parcial, como un sindrome del tronco encefalico/
cerebeloso, una neuritis éptica unilateral o una diplopia indolora, entre otras manifestaciones
(Brownlee WIJ, 2017). La mayoria de los pacientes muestra caracteristicas sugestivas de
desmielinizacidn inflamatoria y, al igual que otros ataques de EM, se espera que el episodio
presente una duracién de al menos 24 horas (Lublin FD, 2014; Klineova S, 2018). La mediana del
tiempo estimado hasta que se produce un segundo ataque desmielinizante, que lleva a la
conversién a EMCD, es de 2 afios, aunque en algunos casos benignos, el intervalo entre el primer
y segundo ataque puede ser de hasta 34 afios (Scalfari A, 2010). La EM comienza como un SNA en
aproximadamente el 85% de los pacientes, aunque gracias a la actualizacién de los criterios de
McDonald en 2017 se han ampliado las condiciones para cumplir con los criterios de difusién en el
tiempo, incrementando asi la sensibilidad para el diagndstico de EM, lo que se traduce en que la
mayoria de las veces la EM se diagnostica después del primer episodio clinico, sin necesidad de

adquirir mas informacién (Calabrese M, 2021; Lopez-Gomez J, 2021).

» EM remitente-recurrente (EMRR): Es la forma mas frecuente (aproximadamente un 85%

de los casos). Requiere la presencia de multiples eventos clinicamente distintos y claramente
definidos que afectan a diferentes partes del SNC separadas en el tiempo (Kantarci OH, 2019). Hay
una progresion escalonada y controlada de la enfermedad entre los periodos de recaida. Las
recaidas o brotes pueden presentarse como cualquiera de las manifestaciones clinicas tipicas de
la EM, teniendo una duracion variable de dias a incluso semanas. La edad media de comienzo de
los sintomas es de 28 afios, siendo mas frecuente en mujeres que en hombres en una relacion 2:1

generalmente (Povedano B, 2019).
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La magnitud de la patologia inflamatoria y la frecuencia de las recaidas, mas prominentes

durante la edad adulta joven, disminuye con la enfermedad avanzada y la edad (Klineova S, 2018).

» EM secundaria progresiva (EMSP): Se caracteriza por un curso inicial de EM remitente-

recurrente, en la que con el paso del tiempo, generalmente de 10 a 20 aios después del inicio de
la enfermedad, se va instaurando afectacidn mielinica permanente y deterioro continuo
(Povedano B, 2019; Martinez-Altarriba MC, 2015b). Durante esta fase, los pacientes pueden seguir
teniendo enfermedad activa con recaidas sintomaticas o actividad asintomatica por RMN. En la
mayoria de los contextos clinicos, la EMSP es diagnosticada retrospectivamente por una historia

clinica de empeoramiento gradual (Lublin FD, 2014).

» EM primaria progresiva (EMPP): Representa el 10-15% de los pacientes con EM. La edad

promedio de inicio es de aproximadamente 40 afios y ocurre con una frecuencia relativamente
similar entre hombres y mujeres. La presentacion clinica mas comun es un sindrome de la médula
espinal que empeora durante meses o afios con paraparesia espastica asimétrica y sin nivel
sensorial claro. Segun la nueva clasificacién, las formas progresivas de la enfermedad (EMSP vy
EMPP) son activas o inactivas, con o sin progresién de la discapacidad (Povedano B, 2019; Rice CM,

2013).

El Sindrome radioldgico aislado (RIS) no se considera un subtipo de curso clinico. Se caracteriza

por hallazgos en imdagenes que sugieren desmielinizacidon inflamatoria en ausencia de una
desmielinizacidn clinica, signos o sintomas; aunque conlleva un mayor riesgo de que se produzcan
en el futuro sintomas clinicos de EM. Los resultados de la RMN pueden ser inespecificos. Un
paciente con RIS, sin signos clinicos obvios o sintomas que sugieran EM, debe ser seguido de forma

prospectiva (Lublin FD, 2014).
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Figura 7: Variantes en la evolucién de la EM (Adaptado de Martinez-Altarriba MC, 2015b)
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1.4.2. Aumento de la discapacidad subyacente en EMRR: Eventos RAW y PIRA

Los pacientes con fenotipo recurrente-remitente presentan un inicio de la enfermedad

en el que el empeoramiento neuroldgico se produce principalmente por el aumento de las
recaidas, disminuyendo en los periodos entre brotes y el uso de los tratamientos actuales.
Peroindependientemente de estos factores, actualmente se ha determinado que el paciente
puede experimentar un aumento de la discapacidad de la enfermedad que va
incrementandose lentamente con el tiempo, lo que evidencia un deterioro neurolégico
inevitable y constante (Cree BA, 2019; Kappos L, 2018).
Los términos RAW y PIRA se asocian a este empeoramiento latente, que puede ser asociado a
la recaida clinica (RAW, del inglés Relapse-Associated Worsening) o independiente de la
actividad de la recaida (PIRA, del inglés Progression Independent of Relapse Activity) (Kappos
L, 2020).

RAW: Empeoramiento asociado a brotes. Se habla de este término cuando hay un
deterioro por parte del paciente debido a la recuperacion incompleta de un brote. El papel de
RAW (mayor o menor grado de discapacidad) es diferente en los distintos estadios de la
enfermedad siendo de gran importancia en las fases iniciales (Chen B, 2022) se define como
un aumento de la discapacidad, medido por EDSS de 3 0 6 meses, con un inicio dentro de los
90 dias desde el inicio de una recaida registrada. Para que se considere que un paciente
presenta RAW, los incrementos de EDSS por UN BROTE deben ser segun EDSS basal:

-EDSS 0: 21,5p.

-EDSS 1-5: 21p.

-EDSS 25,5: 20,5p.

Siempre que sea por un brote dentro de 90 dias desde la evaluacién de la EDSS se debe
confirmar el valor tras al menos 6 meses. Si tras 6 meses vuelve a mejorar, se sigue
considerando un valor positivo (Lublin FD, 2022)

PIRA: Progresién independiente de la actividad de los brotes. Este concepto se encuentra
cada vez mas extendido y diferentes estudios avalan que la discapacidad global del paciente
se produce independientemente de los brotes (Kappos L, 2020). Se considera PIRA
incrementos de EDSS en ausencia de brote segun EDSS basal:

-EDSS 0: 21,5p.

-EDSS 1-5: 21p.
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-EDSS >5,5: >0,5p.

Siempre que no haya un brote en los 90 dias previos a la evaluacién EDSS.

Se debe confirmar el valor tras al menos 6 meses. Si durante los 6 meses para confirmar el
valor ocurre un brote (con/sin RAW), se debe reiniciar el contaje con un nuevo

empeoramiento sin brote de >90 dias y confirmado tras otros 6 meses (Lublin FD, 2022).
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Figura 8: Definicién de eventos RAW y PIRA. La linea roja de puntos indica el umbral de
empeoramiento de EDSS. La discapacidad se define como el aumento clinicamente significativo
de la EDSS por encima del umbral. El inicio de un evento RAW debe ocurrir <90 dias desde la
fecha de inicio de la recaida mas reciente. Para eventos PIRA, el inicio debe ocurrir > 90 dias

desde el inicio de la recaida mas reciente (Adaptado de Lublin FD, 2022).
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1.4.3. Evolucidn y Prondstico de la Enfermedad

Con la EM se han asociado multiples factores y/o marcadores prondsticos, que pueden ser
indicios de la evolucion del paciente o posibles predictores de futuras exacerbaciones de la
enfermedad. Entre estos factores se encuentra:

- Curso progresivo: Se asocia a un peor prondstico de la enfermedad con respecto a las
formas recurrentes (suele progresar de media 0,5 puntos en la escala EDSS por afio). El curso
recurrente puede desencadenar un curso progresivo secundario. El empeoramiento a largo
plazo es frecuente en los pacientes con EMRR que tras afios variables de enfermedad pasan a
presentar este curso progresivo. Este empeoramiento puede ser en gran medida
independiente de la actividad de las recaidas y se asocia a una atrofia cerebral acelerada,
siendo definida como una “progresidén silenciosa” en estos pacientes (Cree AC, 2019).

- Curso clinico y marcadores de RMN: La afectaciéon de mas de un sistema funcional en
el primer brote se ha asociado con un mayor riesgo de progresion de la discapacidad. También
se ha descrito que cuando el tiempo de recuperacion del primer brote es en menor a un mes,
indicaria un prondstico mas favorable (Povedano B, 2019).

En cuanto a los marcadores de RMN en pacientes con EM, el estudio ponderado en T1 con
gadolinio evidencia lesiones agudas, y el ponderado en T2 evidencia preferentemente lesiones
cronicas. Los principales marcadores de RMN de la actividad y patologia de la EM son la carga
lesional y la atrofia cerebral. Aunque no se evalla habitualmente en la practica clinica, la
atrofia de la médula espinal también se asocia con discapacidad (Lukas C, 2015).

- Datos demograficos: La edad, el sexo y la etnia pueden asociarse a un mejor o peor
pronéstico de la enfermedad. La aparicion de EM a edades tempranas tiene un prondstico
favorable en comparacion con la aparicidon a edades mas avanzadas (a partir de 40 aios). El
sexo masculino se asocia con un peor prondstico, una progresién mas rapida, ya que suelen
alcanzar una EDSS de 8 en menor tiempo y a una edad mas temprana que las mujeres, y
también a una mayor afectacion cerebelosa, deterioro cognitivo, atrofia de la sustancia gris y
lesiones (Ysrraelit MC, 2019). En cuanto a la etnia, se ha observado una mayor incidencia de
la enfermedad en la raza caucasica (Cree AC, 2004).

- Marcadores bioquimicos: La presencia de bandas de IgM lipido-especificas es un factor
de mal prondstico de EM. Estas bandas estan dirigidas contra los lipidos de la mielina. Se ha

observado que los pacientes con presencia de bandas de IgM lipido-especificas sufrieron un
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mayor nimero de recaidas, una mayor discapacidad y una segunda recaida antes que aquellos

que pacientes que no presentaban dichas bandas (Villar LM, 2005).

Buen pronastico l Mal pronostico

Edad temprana de inicio Edad tardia al inmicio
({por encima de los 40 afos)

Sexo femenino Sexo masculino

Inicio monosintomatico Inicio polisintomatico

Presentacion con MO o sintomatologia Presentacion motora, cerebelosa,
sensitiva esfinteriana

Recuperacion completa tras el primer Recuperacion incompleta tras primer
brote brote

Brote de corta duracian Brote con clinica prolongada

Largo intervalo de tiempo entre los dos Corto intervalo de tiempo entre los dos
primeros brotes primeros brotes

Pocos brotes en los 5 primeros afnos Elevado ndimero de brotes en los
(especialmente durante los 2 primeros 5 primeros afos (especialmentea
anos) durante los 2 primeros afios)

Mo alcanzar discapacidad moderada Alcanzar discapacidad moderada duramte
durante el primer afio (segin escala el primer afio (EDSS 4)
EDSS)

Inicio como forma remitente recurrente Inicio como forma primaria progresiva

EDSS: expanded disability status scale; EM: esclerosis maltiple; MO: neuritis dptica.

Tabla 3: Resumen de los factores clinicos que influyen en el prondstico de la EM (Adaptado de

Povedano B, 2019).

Situaciones especiales

El Embarazo durante el curso de la enfermedad parece tener un efecto protector contra las
recaidas de la EM, sobre todo en el tercer trimestre, pero existe un mayor riesgo de
exacerbacion de la enfermedad en el periodo posparto temprano (Confavreux C, 1998)
(Hughes SE, 2014). La evidencia disponible sugiere que la EM materna se asocia con una tasa
moderadamente mayor de parto por cesarea y menores pesos al nacer (Kelly VM, 2009). En
cuanto a las técnicas de reproduccidn asistida, los resultados de un estudio indican un
aumento significativo de la actividad de la enfermedad, tanto clinica como radioldgica,
durante los meses posteriores (Hellwig K, 2013; Bove R, 2020).

Otro factor interesante es la lactancia materna, porque en algunos estudios se ha visto su
relacién con una reduccién del riesgo de recaidas de la EM después del parto (Langer-Gould
A, 2017). Sin embargo, la consideracidén de ser un factor protector es controvertida, dada la

necesidad de un inicio farmacolégico con el fin de evitar recaidas (Vukusic S, 2004).
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1.4.4. Escalas Clinicas de Valoracion de la Discapacidad Neuroldgica

Para poder establecer una evolucion objetiva de la enfermedad existen distintas escalas
clinicas de valoracién de la discapacidad neuroldgica. La mas usada actualmente es la Escala
Expandida del Estado de Discapacidad (Expanded Disability Status Scale, EDSS), desarrollada
por Kurztke (Kurtzke JF, 1983). La escala divide las manifestaciones clinicas en 8 sistemas
funcionales: Funcién piramidal, funcién cerebelosa, funcién del tronco cerebral, funcién
sensitiva, funcion visual, funcidn intestinal y vesical, funciéon cerebral (cognitiva) y otras
funciones.

Esta escala puntua la disfuncién de 0 (exploracién normal) a 10 (muerte por EM), con
intervalos de 0,5 puntos a partir de 1. La puntuacion se obtiene de la valoracion cuantitativa
de las alteraciones presentes en los diferentes sistemas funcionales neuroldgicos establecidos

en la escala.

Escala ampliada del estado de discapacidad (EDSS)

] Exploracion neureldgica normal
[todos los SF tionen grado 0; en las funciones mantales se acopta al grado 1)

1.0 Sin discapacidad. Signos minimos en un SF {grada 1 en cualquier SF, excoptuando funciznes mentalas)

15 Sin discapacidad. Signos minimos en més de un 5F (mas de un 5F grade 1, exceptuando funciones mentales)

20 Disrhpacidad minima en un SF {un SF grado 2, el resto con grado Qo 1)

zh Discapacidad minima en dos SF (dos SF grado 2, el resto con grada 0 o 1)

30 Paciente completamente ambulante. Discapacidad moderada an un SF (un SF grado 3, el resto con grado 0 o 1) o discapacidad leve an tras o cuatro SF (tres o cuatro
SF grado 2, y grade 0 o 1 en el resto)

35 Pa-:;ientp completamente ambulante, pero con discapacidad moderada. Un 5F grado 3 y uno o dos 5F grado 2, o dos SF grado 3, o cinco SF grado 2, con Qo f en el
rasto

40 Completamente ambulanta sin ayuda, independients mas de 12 horas al dia a pesar de sufrir una discapacidad grave. Un SF grado 4 {con grado 0o 1 an el resto), o
combinaciones de grados menores que excedan los EDSS anteriores. Puede caminar sin ayuda o descanso unos 500 metros

45 Completamente mbulantz sin ayuda y autosuficienta durenta iz mayor parte del dia. Puede trabajar una jomada complats, aunque tiene alguna limitacidn o nacesita

una ayuda minima. Discapacidad relativaments grave. Un SF grado 4 (con gredo 0 o 1 en &l resto), o combinaciones de prados menores que excedan los EDSS
anteriores. Puede caminar sin ayuda o descanso 300 matros

50 Camina sin ayuda ¢ descanso unos 200 metros. Discapacidad grave que dificulta ol desarrollo de todas las actividades diarias. Grado 5 en un SF {con grado 0o 1 en
ol resto}, o combinacionas de grados menores que suelen superar las espacificacionas del punto 4.0

55 Camina sin ayuda o descanso unas 100 metros. Discapacidad grava que imposibilita el desarralle de todas las actividades diaries. Grado 5 an un 5F {con grado Do 1
on &l restel, o combinaciones de grados menores gue suelen superar & los del pumte 4,0

B0 Naecesita apoyo (bastdn o mulata) intermitente o constants unilateral para caminar 100 matros con o sin descanso. La comiinacidn de SF tiena mas de dos SF grado 2

65 MNecesita apoyo bilateral {bastones o muletas) constante para andar 20 metros sin descanso. La combinacidn de SFtiene més de dos SF grado 3

10 Mo puede andar més de 5 metros incluso con ayuda, esta en sillz da ruedes casi parmanantamente. Utiliza una silla normal, es capaz de desplazarse el solo y da
levantarse de slla. Suele estar en la silla mas de 12 horas al dia. Combinaciones de mas de un grado 4 an los Sk Excepcionalmente es un grado & de fa funcidn
piramidal dnicamenta

15 Estd an silla da ruadas permanantemente, nacesita ayuda para trasladarse & la silla. Capaz de desplazarse solo en la silla, paro no puede utilizar una silla normal
durante tode @l dia; puede nacesitar una silla con motor. Combinacionas de mas da un grado 4 en los 3F

ED Actividad limitada a Iz cama o sentado, puade usar una silla de ruedas para desplazarse. Puede estar fuera de la cama gran parte del dia. Conserva an gran parta su
cuidado personal. Generalmente mantiana |z funcionalidad de sus brazos. Combinaciones da grado 4 en varios SF

Bh Pasa la mayor parte del dia en la cama. Conserva algunas funciones de cuidado personal. Generalmente mantiene parcialmenta la funcionalidad de sus brazos.
Combinaciones de gredo 4 en warios sistemas

a0 Paciente encamado. Es absolutamente dependiente. Puede comunicarsa y comer. Combinacionas de grado 4 en la mayor parta de los SF

o5 Paciante encamado. Es absolutamente dependiante. Mo puede comunicarse, comer ni tragar. Combinaciones de grado 4 en casi todos los SF

10 Muerte dehida a EM

Tabla 4: Escala ampliada del estado de discapacidad (EDSS) (Adaptado de Povedano B, 2019).

Otra escala utilizada es la Escala Funcional Compuesta de EM (MSFC, del inglés Multiple

Sclerosis Functional Composite Scale) (Tiftikcioglu Bi, 2018). Las escalas clinicas tradicionales,
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como la EDSS, son inadecuadas para evaluar de las dimensiones clinicas clave de la EM, como
es la funcidn cognitiva, y ademas presentan limitaciones psicométricas. Basado en analisis de
datos agrupados de estudios de historia natural y de grupos de placebo en ensayos clinicos se
propuso esta escala como una nueva medida de resultado clinico multidimensional. El MSFC
comprende medidas funcionales cuantitativas de tres dimensiones clinicas clave de la EM:
funcidon de la pierna/deambulacion, funcion del brazo/mano y funcién cognitiva (Fischer JS,

1999).

La puntuacidon en esta escala se calcula sumando las puntuaciones Z que el paciente
obtiene en tres test estandarizados, que son:
1. Test T25W o tiempo para caminar 25 pasos (del inglés Timed 25-foot walk), mide el tiempo
que tarda el paciente en recorrer 7,5 metros y constituye una medida simple y util de la
motilidad.

2. 9HPT o test de los nueve palitos en su agujero (del inglés Nine Hole Peg Test) que mide el
tiempo para introducir y retirar 9 palitos de una caja con 9 agujeros, midiendo la destreza
manual y siendo por tanto una util medida cuantitativa de la funcién de la extremidad
superior.

3. PASAT-3 o test de 3 segundos de audicidn seriada en pasos (del inglés Paced Auditory Serial
Addition Test) que consiste en una lista de niumeros estandarizada y presentada de forma
seriada cada 3 segundos (Fischer JS, 1999). Con este test se evalla la funcidn cognitiva en base
a la velocidad y flexibilidad del procesamiento de la informacién auditiva, asi como la

capacidad de cdlculo del paciente.

Gracias a estas escalas, el clinico puede valorar el trascurso de la enfermedad y establecer

el momento en el que la enfermedad cursa a una forma progresiva.
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1.5. Diagndstico de la EM

El diagndstico de la EM es principalmente clinico. La evaluacion de la EM comienza con una
historia clinica detallada (anamnesis). Se debe sospechar en un paciente cuando el cuadro
clinico es sugestivo de una desmielinizacién focal o multifocal del sistema nervioso central y
mediante el examen clinico, el cual puede revelar hallazgos consistentes de eventos
desmielinizantes previos o actuales en dicho sistema. Entre estos hallazgos o primeros cuadros
clinicos se incluye, la neuritis éptica, anomalias del movimiento ocular, signos de neurona
motora superior, ataxia, alteraciéon de la marcha, pérdida hemisensorial o pérdida sensorial

bilateral y/o parestesia en extremidades debido a una lesidn de la médula espinal.

La presentacion inicial de la EM varia segun la ubicacién de las lesiones y el tipo de inicio
de los sintomas (Brownlee WJ, 2017). La forma de inicio (brote) es aguda, en horas o dias,
seguida de una recuperacidn gradual en semanas o meses que puede ser completa o parcial.
Algunas caracteristicas clinicas son tipicas de EM, pero esta enfermedad es altamente variable
y puede presentar formas atipicas, como las formas progresivas remitentes (Hernandez J,

2019).

Si este brote es el primer episodio se considera un sindrome neuroldgico aislado, y aunque
en un principio no cumpla los criterios diagndsticos, puede predisponer a una EM claramente
definida. En cambio, cuando se manifiesta la EMPP, se observa un comienzo caracterizado por
una progresion lenta de los sintomas, la mayoria de las veces una paraparesia asimétrica que
evoluciona a lo largo de meses o afios, 0 menos cominmente, una hemiparesia progresiva o

ataxia cerebelosa o un fallo visual o demencia (Brownlee WJ, 2017).
Las principales técnicas diagndsticas son:

- La RMN: Es la técnica mads sensible para demostrar las lesiones desmielinizantes del SNC,
pudiendo apoyar el diagndstico de EM en un paciente con un primer brote clinico (SNA) si
cumple los criterios especificos de RMN de McDonald de diseminacidn en tiempo y espacio

2017 (Thompson AJ, 2018).

Estas lesiones o placas en el SNC generalmente se encuentran en areas especificas de la
materia blanca, como las regiones periventricular y yuxtacortical, el cuerpo calloso, las

regiones infratentoriales (particularmente la protuberancia y el cerebelo) y la médula espinal
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(preferiblemente en el segmento cervical). Las placas suelen ser redondeadas u ovoides y son
perpendiculares al cuerpo calloso (dedos de Dawson) en imagenes sagitales de RM cerebral
(Polman CH, 2011; Horowitz AL, 1989). A nivel medular, las lesiones suelen ser focales, de un
tamafio menor de 2 cuerpos vertebrales, ocupando parcialmente la médula en cortes
transversales (Tartaglino LM, 1995). La captacién de contraste con gadolinio es indicativa de
inflamacién activa. Las lesiones hipointensas en T1 (agujeros negros) expresan

desmielinizacién y dafio axonal (van Walderveen MA, 1999).

Las lesiones longitudinales extensas de la médula espinal, particularmente aquellas que
exceden los tres segmentos de la columna vertebral y que involucran principalmente al cordén
central en secciones de MRI axiales, son sugestivas de neuromielitis dptica (NMO) o
enfermedad del espectro NMO (Fernandez O, 2019). Por lo que la RMN sirve como diagndstico
de otras enfermedades neuroldgicas que también presentan lesiones cerebrales. Las lesiones
agudas de la EM tienden a ser mds grandes que las lesiones crénicas en la RM y tienen
margenes algo mal definidos. A medida que se resuelven, se vuelven mas pequefios con
margenes mas nitidos debido la reduccidon del edema y la inflamacién presentes en el
momento de la formacién aguda de la placa, dejando solo dreas residuales de

desmielinizacidn, gliosis y espacio extracelular agrandado con remisién (Guarnizo A, 2016).

Figura 9: Imagenes de la RM donde se aprecian areas de desmielinizacion (Adaptado de

(Martinez-Altarriba MC, 2015b).

Segun los Ultimos criterios de McDonald 2017, la diseminacién en el espacio requiere, como
minimo, una lesidn de alta sefial en secuencias ponderadas en T2, en al menos dos de las

cuatro topografias caracteristicas: la sustancia blanca periventricular, la sustancia blanca
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yuxtacortical, el tejido nervioso infratentorial (tallo o cerebelo) y la médula espinal. Mientras
que la diseminacién en el tiempo puede diagnosticarse en una sola RMN que muestre lesiones

sin reforzamiento y otras que realzan con gadolinio (Thompson AJ, 2018).

- Potenciales evocados: Son los impulsos eléctricos del SNC generados por la estimulacién

periférica de un érgano sensorial. Las tres pruebas de potencial evocado empleadas con
mayor frecuencia son potenciales evocados somatosensoriales, respuestas evocadas visuales
y potenciales evocados auditivos del tronco encefdlico. Informan sobre el correcto
funcionamiento de las vias sensoriales visual, auditiva y somatosensitiva, asi como de las
motoras. Su utilidad radica en descubrir lesiones subclinicas o silentes en el SNC que todavia

no han provocado manifestacidn clinica (Hernandez C., 2019).

- Tomografia de coherencia éptica: Se realiza a través de ondas de luz infrarroja que se

reflejan en la microestructura interna de los tejidos biolégicos para producir imagenes basadas
en la reflectividad dptica diferencial. Es una forma no invasiva de obtener imagenes de la retina
en alta resolucion. Se puede usar para medir el grosor de la capa de fibra nerviosa de la retina,

gue se reduce en la mayoria de los pacientes con neuritis éptica (Kallenbach K, 2007).

1.5.1. Diagnostico Diferencial

El abanico de enfermedades que deben excluirse para hacer un diagnéstico de EM es
amplio. El diagndstico diferencial de la EM incluye una serie de trastornos inflamatorios,
vasculares, infecciosos, genéticos, granulomatosos y otros desmielinizantes. Si bien muchos
de los trastornos potenciales que pueden simular la EM en la prdctica clinica habitual son
extremadamente raros o estdn asociados con caracteristicas diagndsticas distintivas
especificas, algunos trastornos desmielinizantes inflamatorios del SNC pueden ser
particularmente dificiles de distinguir de la EM, especialmente durante la presentacidn inicial

(Eckstein C, 2012).

Dentro de las claves para el diagndstico diferencial en la EM, se encuentran los hallazgos

por RMN cerebral y/o medular y el estudio del liquido cefalorraquideo (Brownlee WJ, 2017).

Las principales patologias que se deben tener en cuenta como diagndstico diferencial ante
la sospecha de lesiones desmielinizantes del SNC son las siguientes (Hernandez J, 2019; Aguilar-

Judrez PA, 2019):
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- Encefalomielitis aguda diseminada (ADEM).
- La neuromielitis dptica.

-Enfermedades reumatoldgicas (Lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren,

enfermedad de Behcet o sindrome de Susac).
- Enfermedades vasculares de pequefio vaso.

- Enfermedades infecciosas (neurosifilis, el virus de inmunodeficiencia humana (HIV), el virus

linfotropo humano de células T tipo 1 (HTLV-1) o la leucoencefalopatia multifocal progresiva).
- Trastornos metabdlicos (como la deficiencia de vitamina B12).
- Enfermedades neopldsicas.

- Enfermedades hereditarias (como encefalomiopatias mitocondriales como MELAS, MERRF,
y el sindrome de Kearns Sayre, la enfermedad de Fabry y las leucodistrofias hereditarias)

(Brownlee WJ, 2017).

Entre las patologias que pueden ser causa de mayor duda diagndstica respecto a la EM estd
la neuromielitis éptica y su espectro de trastornos clinicos asociados (NMOSD, del inglés
Neuromyelitis optica spectrum disorder). Sin embargo, este espectro de enfermedades
presenta unas caracteristicas clinicas, radioldgicos e inmunoldgicas que permiten hacer un
diagnéstico diferencial mas claro. La NMOSD se asocia frecuentemente con anticuerpos que
se dirigen a la acuaporina-4 (AQP4), el canal de agua mas abundante en el SNC, ubicado en los
procesos astrociticos en la barrera hematoencefalica. Por otro lado, existe otro fenotipo con
anticuerpos antiglucoproteina de mielina de oligodendrocitos o sindrome anti-MOG, que
resultan del dafo a la glicoproteina oligodendrocitaria de mielina (MOG), expresado en
superficies de oligodendrocitos y vainas de mielina (Lana-Peixoto MA, 2019). La deteccién de
estos anticuerpos y un resultado negativo en la determinacién de las bandas oligoclonales de
IgG confirmaria el diagndstico de NMOSD o enfermedad por anti-MOG frente a EM (Meng H,
2017).

1.5.2. Criterios Diagnosticos

Los primeros criterios utilizados para el diagndstico de EM fueron los criterios de Schumacher

en 1965, los cuales estaban limitados a pacientes entre 10 a 50 anos. Posteriormente le
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sucedieron los criterios de Poser en 1983, gracias a la incorporacion de nuevas técnicas
diagnodsticas de neuroimagen, neurofisiologia y estudio de LCR (Poser CM, 1983). En estos
criterios se recomendd que el diagndstico de EM fuese realizado Unicamente por un neurdlogo
competente y que debian considerarse otras enfermedades capaces de producir signos vy
sintomas de lesiones multiples en el SNC. Una progresién lenta desde el comienzo sin evidencia
de exacerbaciones o remisiones y sin evidencia paraclinica de una lesiéon en otra parte del SNC
no debia clasificarse como EM, aun en presencia de BOC de IgG (BOCG) o aumento de 1gG en el
LCR.

Sin embargo, no todos los pacientes entraban en la clasificacion de Poser puesto que los que
debutan con clinica progresiva no se podian evaluar. No es hasta el ano 2000 en que Thompson
y colaboradores abordan los criterios de EM primaria progresiva estableciendo que la progresiéon
clinica debe ser de al menos un ano y estableciendo 3 niveles de certeza diagndstica, basados en

los hallazgos de LCR, RM y Potenciales evocados visuales.

Esclerosis multiple clinicamente 2 brotes y evidencia clinica de dos lesiones

definida. separadas

Esclerosis multiple clinicamente 2 brotes, evidencia clinica de una lesion y paraclinica
definida con apoyo de laboratorio de otra lesion separada (CT, Potenciales evocados).
Esclerosis multiple clinicamente 2 brotes y evidencia clinica de una lesion.

probable.

Esclerosis multiple probable con apoyo

de laboratorio.

Tabla 5: Criterios diagndsticos de Poser (Adaptado de Poser CM, 1983).

Actualmente los criterios clinicos mas utilizados son los criterios diagndsticos de
McDonald. En 2001, lan McDonald partié de las recomendaciones de Poser y las modifico,

creando unos nuevos criterios (McDonald WI, 2001).

Los primeros criterios de McDonald del 2001 definian la diseminacién de lesiones en el
espacio, siempre que se cumplieran al menos tres de los cuatro criterios de Barkhof-Tintoré (BTC)
o por la presencia de al menos dos lesiones en RM junto con la cuantificacidn de sintesis intratecal
de inmunoglobulina G en el LCR del paciente (McDonald WI, 2001).

Los criterios de BTC incluyen los siguientes hallazgos (Barkhof F, 1997)(Tintoré M, 2001):
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Lesidn que se realza con gadolinio (al menos 1 lesion) o lesiones en T2 (9 o mas lesiones).

Lesion en localizacion infratentorial (al menos 1 lesion).

Lesion en localizacion yuxtacortical (al menos 1 lesion).

Lesién en localizacién periventricular (al menos 3 lesiones).

Posteriormente estos criterios se han ido actualizando en 2005, 2010 y la Ultima revision fue
realizada en 2017 (Polman CH, 2005; Polman CH, 2011; Thompson AJ, 2018).

En estos criterios se define un brote como un episodio de alteraciones neurolégicas
sugestivas de EM que dura mas de 24 horas. Para definir un segundo brote tiene que pasar un
mes o mas desde el anterior (Martinez-Altarriba MC, 2015b). Las lesiones de la EM afectan la
sustancia blanca periventricular predominantemente, pero también el cuerpo calloso, las
fibras en U, los Iébulos temporales, el tallo cerebral, el cerebelo y la médula espinal. Estas
lesiones suelen ser redondeadas o de forma ovoide y con sentido perpendicular al sistema
ventricular (MAGNIMS) vy las lesiones de la médula espinal son habitualmente laterales o
posteriores, no abarcan mas de dos cuerpos vertebrales y debe haber diseminacién en tiempo
y en espacio. Se habla de diseminacidn en espacio cuando se encuentran dos o mas lesiones
(sintomaticas o asintomaticas) en al menos dos de cuatro localizaciones del sistema nervioso
central: yuxtacortical, periventricular, infratentorial y médula espinal. Con una sola RMN que
muestre lesiones sin reforzamiento y otras que refuerzan al gadolinio puede diagnosticarse
diseminacion en tiempo (Aguilar-Judrez PA, 2019).

La revision de los nuevos criterios diagnosticos de McDonald 2017 apoya el valor de incluir las
bandas oligoclonales en el diagnéstico de EM en pacientes que cumplian criterios de
diseminacion en el espacio (Thompson AJ, 2018). Los criterios de RM MAGNIMS 2016
recomiendan para establecer diseminacién en el espacio, el recuento de al menos tres lesiones
periventriculares, la afectacidn del nervio 6ptico, y el recuento de las lesiones yuxtacorticales y
corticales; son criterios faciles de implementar y aumentan la capacidad diagndstica si se tienen
en cuenta las lesiones sintomaticas y asintomaticas. La inclusién de tres lesiones
periventriculares frente a una sola lesion reduce la sensibilidad e incrementa la especificidad del
diagndstico de EM, aunque finalmente en los criterios diagnésticos de McDonald de 2017 se
aceptd la diseminacion en el espacio con una lesidn periventricular, si existia otra cortical o

yuxtacortical, infratentorial o espinal.
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE EM SEGUN McDonald 2017

DISEMINACION EN ESPACIO (DE)

La DE se define como el Se cumpliran criterios de DE si presenta uno de los siguientes:
desarrollo de nuevas lesiones » Una o mas lesiones hiperintensas en T2 caracteristicas
de EM en RMN en al menos 2 de las 4 regiones
cerebrales tipicas de EM: periventricular, cortical o
yuxtacortical o infratentorial o médula espinal.

Un brote adicional caracteristico de EM en un sitio
multifocal. diferente del SNC.

DISEMINACION EN TIEMPO (DT)

en distintas localizaciones
anatomicas dentro del SNC,
indicando un proceso >

Los criterios DT se cumplirdn si uno de los siguientes esta
presente en un paciente con SNA o un brote tipico:
» Desarrollo de un nuevo brote clinico adicional
» Presencia simultanea en RMN cerebral y/o medular de
lesiones cantantes y no captantes de gadolinio en
cualquier momento
tiempo. » Una nueva lesidn hiperintensa T2 y/o lesidn captante
de gadolinio en nueva RMN control
» Demostracidon en LCR de bandas oligoclonales

La DT
requiere el desarrollo de
nuevas lesiones en SNC en el

EM CON INICIO PROGRESIVO (EMPP)

Inicio de discapacidad Al menos dos de los siguientes criterios:

progresiva durante al menos » Presencia de una o mas lesiones hiperintensas en T2 tipicas
de EM en una o mas de las siguientes regiones cerebrales:
periventricular, cortical o yuxtacortical o infratentorial.

Dos o mas lesiones hiperintensas en T2 en la médula espinal.
Presencia de bandas oligoclonales en liquido
cefalorraquideo.

SINDROME NEUROLOGICAMENTE AISLADO (SNA)

un afio determinado de forma
retrospectiva o prospectiva, >
independiente de recaidas clinicas >

> DE: A través de una sola RMN obtenida en cualquier momento
» DT: Presencia simultanea de lesiones con realce o no al gadolinio o la presencia de
bandas oligoclonales especificas en LCR.
SINDROME RADIOLOGICAMENTE AISLADO (RIS)

> DE: Segun criterios McDonald de DE.
> DT: Lesiones con realce al gadolinio y/o nuevas lesiones en T2.

Tabla 6: Protocolo diagndstico segun criterios McDonald 2017 (Adaptado de Hernandez J, 2019).
EMPP: esclerosis multiple primaria progresiva; EM: esclerosis multiple; SNC: Sistema nervioso central;

SNA: sindrome neurolégico aislado; EM: esclerosis multiple; RMN: resonancia magnética nuclear.
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1.6. Importancia del laboratorio en el diagndstico de EM

El estudio del LCR ha cobrado relevancia en el diagndstico de la EM en los Ultimos afos gracias
a los ultimos criterios de McDonald del 2017, en los cuales la presencia de bandas oligoclonales
en LCR pueden sustituir a los criterios de diseminacién en el tiempo siempre que se cumplan

criterios de diseminacién en el espacio (Thompson AJ, 2018).

El andlisis del LCR para la EM se basa en la deteccidon de una respuesta inmune humoral
intratecal, teniendo en cuenta la posible disfuncidon o no de la BHE. El LCR de los pacientes con
EM presenta caracteristicas macroscopicas similares al de los pacientes sanos, como aspecto
transparente, incoloro y presién normal. El recuento de leucocitos se encuentra ligeramente
elevado con respecto al rango de normalidad (< 5/uL) en un 34% de los casos de EM (Tourtellotte
W, 1963), niveles por encima de 50 leucocitos/ puL son muy inusuales en EM. Las proteinas totales
en LCR, cuya proteina mayoritaria es la albumina, son normales o estdn ligeramente elevadas en
aproximadamente el 40% de los casos de EM. Estas proteinas atraviesan la BHE por difusién
pasiva, segun tamafio molecular y carga eléctrica. Los niveles de albumina en LCR también
pueden estar aumentados en determinadas situaciones como: hemorragias subaracnoideas o en
los ventriculos cerebrales, lesiones en los plexos coroideos, bloqueo en el flujo de LCR en el
espacio subaracnoideo o en situaciones de dano de la BHE, en los que tanto la albimina como
otras proteinas séricas difundirian al LCR. Ante sospecha de EM, se evalua la integridad y la
funcion de la BHE, a través del cociente de albumina (Qa= Albumina LCR/ Albumina suero en

mg/L) (Andersson M, 1994).

Un hallazgo caracteristico en pacientes con EM es la elevacion de las inmunoglobulinas G
con respecto a las demds proteinas. Gracias al cociente de alblimina se puede determinar si las
inmunoglobulinas presentes en LCR se sintetizaron de forma intratecal o se difundieron a través

de la BHE normal o anormal (Andersson M, 1994).

El incremento de IgG en el LCR de pacientes con EM es medido a través de la cuantificacion
de su sintesis intratecal o mediante el estudio cualitativo de BOCG. Las BOCG positivas para I1gG
estan presentes en el LCR de mas del 90% de los pacientes con EM y de éstos, aproximadamente

el 70% tienen ademas una sintesis intratecal elevada (Buck D, 2013).
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1.6.1. Deteccion de sintesis intratecal de inmunoglobulina G

Métodos Cuantitativos: La cuantificacion de la secrecidn intratecal de IgG se realiza mediante

nefelometria y queda reflejada mediante distintas férmulas. Estos indices o férmulas
discriminan la sintesis en LCR de las inmunoglobulinas locales en el SNC provenientes de la
disfuncién en la BHE. Se han descrito cerca de 20 férmulas para evaluar la sintesis intratecal
de inmunoglobulinas. Estas formulas pueden clasificarse en lineales o no lineales.

Las férmulas lineales utilizan la comparacion de las razones LCR/suero. Dentro de estas
ecuaciones encontramos: la férmula de Tourtellotte, los indices IgA, I1gM, IgE y de CLL o el
indice Tibbling-Link (0 comUnmente llamado indice de IgG). El indice Kappa mide la relacién
de CLL en LCR en comparacion al suero. Este indice Kappa estd aumentado en el 70-90% de
los pacientes con EM, presentando una serie de ventajas con respecto a la determinacion de

las BOC, como facil manejo, reproducibilidad y automatizacién, entre otras.

La férmula de Tourtellotte descrita en 1969, fue la primera en cuantificar los niveles de
inmunoglobulina G sintetizados por el SNC en mg al dia diferencidandola de la procedente por
una disfunciéon en la BHE. El nivel de sintesis de inmunoglobulina G fue calculada por el método
de intercambio de isdtopos. Este método culmind con el indice de Tourtellotte en 1970 que

permitia el calculo de la sintesis de novo de inmunoglobulina G del SNC (Tourtellotte W, 1963).

Sintesis intratecal de IgG en mg/fdia =

laGi, Alb lgG,
() - ) (o

X 0,43) X5

SUEND

Figura 10: indice de Tourtellotte (Adaptado de Tourtellotte W, 1963).

El indice IgG o de Tibbling-Link expresa la relacién entre el cociente de 1gG (Q IgG: IgG LCR
/ 18G suero) y el cociente de albimina (Q Alb: Alb LCR / Alb suero); esta férmula establece una
correccion para eliminar la contribucién o el efecto del paso de las inmunoglobulinas
plasmaticas hacia el sistema nervioso central y constituye uno de los indicadores mas
utilizados (Link H, 1977). Se considera como valor normal un indice de Link por debajo de 0,5,
no claramente patoldgico entre 0,5-0,7 (en este intervalo es mas sensible el resultado de las

BOC) y patoldgico 20,7, el cual ya nos indica sintesis intratecal de inmunoglobulinas.
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Con respecto a las férmulas no lineales para la cuantificacion de la sintesis intratecal de
inmunoglobulinas destacan: el indice logaritmico de Thompson (Mclean BN, 1990), el indice
de IgG ampliado o indice de Ohman (Ohman S, 1989) y el indice de Schuller (Schuller E, 1983).
Aun asi, la mas utilizada en la actualidad es el indice de Tibbling-Link, ya que corrige los

valores de la proteina mayoritaria del LCR, es decir la albumina.

Métodos Cualitativos: El isoelectroenfoque (IFE) en gel de agarosa seguido por

inmunodeteccion es el método recomendado para la deteccién de BOC. Existen dos técnicas
distintas para la inmunodeteccion: peroxidasa marcada con anticuerpo anti-lgG y fosfatasa
alcalina marcada con anticuerpo anti-lgG. Esta ultima presenta mejores resultados en
términos de sensibilidad y especificidad para el diagndstico de EM (Villar LM, 2005) (Masjuan
J, 2006).

Mediante IFE seguida de inmunodeteccidn se obtienen 5 tipos de patrones, reconocidos
actualmente, empleando muestras de LCR y suero pareado del paciente como se muestra

en la figura 11.

*Tipo 1: patréon normal caracteristico de una respuesta policlonal en suero y en LCR

(patron A en la figura 11).

*Tipo 2: respuesta tipica oligoclonal donde se observan bandas discretas de 1gG en LCR

con una respuesta normal en suero (policlonal) (patrén B en la figura 11).

*Tipo 3: patron “mayor que” en el que se observan mas bandas en LCR que en suero

(patrén C en la figura 11).

*Tipo 4: patron en “espejo” donde se observan el mismo niumero de bandas en LCR que

en suero (patron D en la figura 11).

*Tipo 5: respuesta monoclonal tipica de las paraproteinas donde se aprecian varias
bandas espaciadas de forma regular y acumuladas en una Unica zona del gel (patréon E en la

figura 11).

Se consideran positivos para la EM el patrdén tipo 2, y el patron tipo 3, en este caso, siempre
y cuando el nimero de BOCG diferentes en el LCR respecto al suero sea > 2 (Petzold A, 2013).

En la Figura 11 se muestra estos patrones mencionados.
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Figura 11: Patrones de bandas oligoclonales de IgG. Los patrones 2 y 3 positivos para EM

corresponden a B y C, respectivamente (Adaptado de Petzold A, 2013).

Entre las posibles limitaciones de este método encontramos: la subjetividad en la
interpretacion de los resultados que depende de la experiencia del operador, el tiempo de
procesamiento analitico (mas de 3 horas) y su coste elevado. También hay que tener en cuenta
que las BOC pueden observarse en pacientes afectados por otras enfermedades neuroldgicas
(como la neurosarcoidosis, la encefalitis anti NMDA y en NMOSD entre otros) y pueden
detectarse en alrededor del 8% de individuos normales (Forman SJ, 2003). Aunque como
mencionamos en el diagnéstico diferencial, estas patologias presentan biomarcadores

especificos que excluyen el diagnéstico de EM.

Una vez presentes, las BOCG en LCR persisten en el paciente independientemente del curso
o tratamiento de la EM (Link H, 2006; Petzold A, 2013). Sélo en una minoria de estudios se ha
podido observar una alteracion en las bandas, como mas bandas, menos bandas o cambios en
la intensidad de las bandas durante el curso de la EM (Mattson DH, 1980; Thompson EJ, 1983;
Von Glehn F, 2012).

Actualmente, los criterios de McDonald aceptan el hallazgo de bandas oligoclonales por
isoelectroenfoque especificas de LCR como sustituto del criterio de diseminacién en el tiempo.
Entre las situaciones en las que mdas se recomienda su uso para apoyar un diagnéstico dudoso
estd: cuando las pruebas clinicas y de RMN son insuficientes para apoyar un diagndstico de

EM o en pacientes con RIS (De Stefano N, 2018).
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Las BOC de IgA e IgM también se observan en los pacientes con EM, aunque no de manera
tan caracteristica como las de 1gG (Leary SM, 2000; Villar LM, 2003). Sobre la IgA, los
resultados sugieren que estas inmunoglobulinas en el SNC pueden contribuir al dafio axonal
en la EM (Zhang Y, 2005; Muioz U, 2022). En cuanto a las IgM, los estudios sugieren que la
presencia de bandas de IgM en el LCR, especialmente las bandas de IgM lipido-especificas,
pudiera estar asociada a un peor prondstico de la enfermedad a largo plazo (Villar LM, 2003;

Villar LM, 2005)

La deteccidon de BOC de IgM es mas compleja que la deteccién de BOCG, ya que esta
inmunoglobulina estd en menor concentracién en LCR y debido a su estructura pentamérica
presenta dificultades para su fijacidn. La técnica utiliza anticuerpos anti-lgM marcados con
biotina utilizando posteriormente una solucion de estreptavidina marcada con fosfatasa

alcalina para su deteccion (Villar LM, 2001).

La sintesis intratecal de IgM se correlaciona con la sintesis intratecal del componente C3
del complemento, con la concentracion de proteina bdsica de mielina en el LCRy con el indice

de desmielinizacion en la EM (Villar LM, 2003).

Se ha prestado mucha atencidn al papel de la IgM total en el LCR, la cual esta presente en
alrededor del 40% de los pacientes con EMRR. Ademds, se han observado bandas
oligoclonales de IgM en una pequeiia proporcion de pacientes con EMPP, que presentaron un
curso clinico mds agresivo con un alto grado de actividad inflamatoria focal de la enfermedad
mostrado mediante RMN (Villar LM, 2014). Ademds aproximadamente el 70% de los pacientes
gue presentan BOC de IgM, muestran BOCM lipido-especifico, que estan dirigidos contra los
lipidos de mielina (Beltran E, 2012) y estdn mas fuertemente relacionados con un curso

agresivo de la enfermedad que aquellos que no son lipidos especifica (Ribes S, 2021).

» Meétodos Graficos: Existen también métodos graficos para analizar la sintesis intratecal. Q

IgG y Q Alb son relacionados graficamente en forma no lineal en el diagrama de Reiber o
Reibergrama, donde se analiza de una manera integrada la funcionalidad de la barrera

hematoencefalica y la sintesis intratecal de inmunoglobulina G (Reiber H, 2001).
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Los reibergramas son utiles como herramientas para el diagndstico de enfermedades
dénde se encuentre implicado el SNC, con la ventaja de que se puede emplear bajo cualquier

condicién de la barrera hematoencefalica.

El grafico incluye: lineas verticales (para indicar los rangos de referencia para la razén de
albumina segun la edad) y una linea hiperbdlica discriminatoria (esta separa el rango de
referencia para la fraccién de inmunoglobulina derivada de la sangre por debajo de la linea,

de la fraccion de IgG sintetizada intratecalmente por encima de esa linea).

Sintesis intratecal
80% 60 40 20

Disfuncién de barrerg|
E Q aib

* 102 |

—'_'—I-I'“"—lﬂ'—'—T—r"T"‘—l

5 10 50 100

Zonas del reibergrama:

1: No tiene sintesis intratecal.

2: Disfuncion de barrera sin sintesis intratecal.
3: Sintesis intratecal sin disfuncion de barrera.
4: Sintesis intratecal con disfuncidon de barrera.
5: Sin significacion bioldgica (error analitico).

Figura 12: Reibergrama o grafica de las razones de Reiber (Adaptado de Reiber

H, 2001).

El reibergrama usa una escala logaritmica que cubre los rangos mas frecuentes para las
proteinas.

Para analizar las muestras en el reibergrama, se cuantifican en primer lugar los valores de
IgG, IgA e IgM tanto en LCR como en suero, y se obtienen las razones LCR/suero (Q) para cada

uno de ellos (Reiber H, 2001).
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1.6.2. Cadenas ligeras libres

La determinacion de las CLL de inmunoglobulinas en LCR presenta una sensibilidad y
especificidad diagndstica similares a las mostradas por las BOCG. Como comentamos
anteriormente, las CLL se producen en exceso por los linfocitos B con respecto a las cadenas
pesadas. Pequefias cantidades de ellos se pueden encontrar en sangre periférica y en otros
fluidos biolégicos como liquido sinovial, LCR, orina y saliva. Las CLL son rapidamente filtradas
por el glomérulo y mas del 99% se reabsorben de las células del tubulo contorneado proximal,
estando presentes en orina en cantidades minimas. Actualmente se sabe que las CLL son
moléculas muy activas, capaces de unirse tanto a antigenos como a la inmunoglobulina
completa, ayudando a desarrollar la afinidad de los anticuerpos (Basile U, 2017). Los niveles
fisioldgicos de las CLL son bajos, pero en pacientes con enfermedades inflamatorias como la

EM, estos niveles se encuentran alterados, siendo anormalmente altos.

Diferentes estudios han sugerido que niveles elevados de CLL k en LCR en pacientes con SNA

pueden predecir la conversion a EM (Villar LM, 2012).

En otro estudio publicado en 2014 por el Dr. Hassan-Smith y su equipo, se evidencid, que
en pacientes con SNA, EMRR Y EMPP, niveles altos de CLL kappa en LCR presentan una mayor
sensibilidad diagndstica con respecto a las BOCG (Hassan-Smith G, 2014), aunque es necesario
validar estos resultados con cohortes mayores. Otro estudio publicado en 2018, planted la
posibilidad de que la propagacidon del repertorio de anticuerpos, comenzando por la sintesis
predominante de CLL k y conduciendo a una mezcla de k y A, pueda estar involucrada en la
progresion de la enfermedad, y que la proporcion de CLL kappa/lambda determinadas en el
momento de la puncién lumbar pueden predecir el curso clinico de la EM pudiendo ser usado
como marcador para la estratificacion terapéutica a la hora de escoger un farmaco (Rathbone

E, 2018).

Se han desarrollado diferentes métodos basados en el empleo de anticuerpos para su
determinacion (inmunoelectroforesis, western blot, ensayo de hemoaglutinacion,
nefelometria y turbidimetria). Estos métodos no se pueden usar indistintamente para el
seguimiento de pacientes porque las concentraciones de CLL k y A medidas pueden diferir
significativamente, especialmente en niveles altos. Debido a que no se dispone de material de

referencia internacional para la medicién de CLL, no es posible establecer qué método es el
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mas preciso, siendo importante conocer el rendimiento diagndstico de los ensayos empleados
(Caponi L, 2020). La seleccion de anticuerpos frente a CLL kappa y lambda es un punto
determinante para la eficacia de estos inmunoensayos. Estos pueden ser monoclonales y
policlonales. Los anticuerpos policlonales reconocen un mayor numero de epitopos,
presentan una mejor linealidad, ademas de presentar un menor nimero de problemas debido
al exceso de antigeno, mientras que los anticuerpos monoclonales son mas especificos al
reconocer un Unico epitopo, pero presentan peor linealidad y mas problemas asociados al

exceso de antigeno.

Actualmente, se utilizan la nefelometria y la turbidimetria como principales métodos de
determinacién de CLL. Ambos métodos se basan en la dispersion de particulas.
La nefelometria mide la radiacién dispersa por los inmunocomplejos generados, en cambio
la turbidimetria mide la disminucion en la intensidad de un haz al atravesar una suspension
de particulas. Entre las ventajas de estas técnicas nos encontramos que son cuantitativas y
automatizables. Esto permite que puedan estandarizarse y emplearse de forma rutinaria en

los laboratorios clinicos.

En los ultimos afios, hay una mayor presencia de estudios que incluyen el indice kappa
como biomarcador de conversién a EM. Este indice considera la funcién de la BHE, mejorando
la precision en el andlisis de las CLL y evitando falsos positivos debidos a la disfuncién de Ia
BHE.

Su férmula es la siguiente:

indice kappa= (CLL kappa LCR/CLL kappa suero) / (Alb LCR / Alb suero)

En esta linea de investigacion, el estudio realizado en este centro por la Dra. Menéndez
mostré la correlacion positiva entre el diagndstico de EM vy los valores elevados del indice
kappa, ademas de un valor equiparable en sensibilidad y especificidad clinicas con respecto a

las BOCG y el indice IgG (Menéndez-Valladares P, 2019).

En un estudio publicado en marzo del 2020 por Ferraro y su equipo, llegaron a la conclusion
de que el indice kappa podria contribuir a la identificacion de pacientes con BOC negativos

con una alta probabilidad de diagndstico de EM (Ferraro D, 2019).
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1.6.3. Cuantificacion de las Subclases de Inmunoglobulinas

En cuanto a las subclases de IgG, se compone de cuatro subtipos en funcion de las regiones
constantes de cadena pesada: IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. Como se comentd en el apartado de la
fisiopatologia de la EM, una molécula de IgG se compone de dos cadenas pesadas (H) idénticas
y dos cadenas ligeras (L) idénticas, lo que generalmente da como resultado dos sitios de unidn
a antigenos idénticos en los brazos Fab (véase figura 13). Las diferencias funcionales entre las
subclases surgen de la variacidon estructural tanto en las regiones constantes o fraccion
constante (Fc) como en las regiones de bisagra. La frecuencia de cada subclase en el torrente
sanguineo es 60-70% IgG1, 20-30% 1gG2, 5-8% 1gG3 y 1-3% para la 1IgG4. La 1gG1, 2 y 4 son los
gue presentan una mayor vida media en suero. Entre sus principales funciones se encuentra
la neutralizacidn y la opsonizacidon de particulas antigénicas para facilitar la fagocitosis, a
través de los receptores para la regién Fc (FcyR), la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos y la activacion del complemento. La region Fc de cada subclase de IgG tiene una
afinidad distinta por los receptores Fc-gamma de la membrana de los fagocitos (Prieto A,
2013). La unién de las moléculas de IgG a los FcyR es importante para iniciar la fagocitosis. La
IgG1 e 1gG3 se unen a FcyRl, FcyRIly FeyRIIl; 1gG2 se une a FeyRIl; e 1IgG4 se une a FcyRIy FeyRII.
Uno de los mecanismos de activacion del complemento es la mediada por las fracciones Fc de
los anticuerpos I1gG e IgM a través de las interacciones C1g-CH2. Las porciones Fc de las
subclases IgG1 e 1gG3 son las que presenta mayor afinidad para activar el complemento y, en
menor medida la I1gG2, mientras que la 18G4 no es capaz de activarlo (Prieto A, 2013). Sin
embargo, los anticuerpos I1gG4 tienen propiedades estructurales y funcionales Unicas, lo que
resulta en un intercambio de brazo Fab que da como resultado dos anticuerpos especificos de
antigeno diferentes (Brito-Zeréon P, 2014; Stone JH, 2015). Aunque carece de funciones
efectoras, como la citotoxicidad mediada por anticuerpos y la dependiente del complemento,
presenta un papel protector en las alergias al actuar como un anticuerpo bloqueante e inhibir
la desgranulacién de los mastocitos, pero un papel deletéreo en el melanoma maligno, al

impedir la inmunidad tumoral mediada por IgG1 (Davies A, 2015).
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Figura 13: Esquema de una inmunoglobulina (Adaptado de Prieto Martin A, 2013).

Existen publicaciones que relacionan las distintas subclases con la EM. En un reciente
estudio, la concentracién de IgG3 y su porcentaje con el resto de subclase de IgG en el suero
en el momento del diagnéstico de SNA se correlacionaron inversamente con el tiempo hasta
la conversién a EM (p = 0,018 y p < 0,001, respectivamente), lo que sugiere que pueden ser
marcadores prondsticos Utiles de los individuos con SNA que convierten rapidamente a EM

(Trend S, 2018).

1.6.4. Otros biomarcadores moleculares

Existen otros biomarcadores que se evallan en EM. Algunos ejemplos son:

» Anticuerpos contra los virus del sarampion, el virus de la rubéola y el virus de la varicela-zéster

(VZV) en el LCR ya que sugiere una respuesta de células B intratecal especifica y en algunos
estudios se ha demostrado que una reaccidn a estos virus es significativamente mas
detectable en pacientes con una conversién de sindrome neuroldgico aislado (SNA) a EM que

en pacientes que no desarrollan EMCD (Brettschneider J, 2009).

» Anticuerpos antiacuaporina-4: La AQP-4 es una proteina del canal de agua expresada en el

SNC por los astrocitos que desempefia un papel importante en la regulacién de la homeostasis
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del agua en el SNC. Se utiliza como marcador de diagnéstico diferencial ya que estd elevado en
aproximadamente el 75% de los pacientes con trastorno del espectro de neuromielitis dptica
(NMOSD), pero no en pacientes con EM. Hay diferentes métodos de deteccidn disponibles:
inmunofluorescencia indirecta, ELISA, citometria de flujo y ensayos basados en células
(Ziemssen T, 2019).

» Anticuerpos anti-MOG: MOG es una proteina de mielina expresada exclusivamente en la
superficie de las vainas y membranas de mielina de los oligodendrocitos. Se usa como
complemento para el diagndstico diferencial de EM. Estos anticuerpos estan presentes en un
porcentaje de pacientes pediatricos con encefalomielitis diseminada aguda (ADEM), pacientes
con sintomas clinicos de NMOSD y pacientes con neuritis dptica bilateral.

» Anticuerpos antinucleares: para el diagnéstico diferencial de lupus eritematoso sistémico.

» La proteina quitinasa-3-like-1: Es una glucosidasa secretada por monocitos, microglia y
astrocitos activados. Su distribucién en las lesiones inflamatorias sugiere que podria ser un
componente importante de la respuesta astrocitica para modular la inflamacién del SNC.

» Los neurofilamentos (NF): Son proteinas citoesqueléticas neuronales, estan compuestos por 4
subunidades: un triplete de Nf de cadenas ligeras (NfL) (68 kDa), Nf de cadenas medias (150
kDa), Nf de cadenas pesadas (NfH) (190-210 kDa), y a-internexina en el SNC o periferina en el
Sistema Nervioso Periférico. L Se han observado niveles elevados de NfL y NfH en todos los
estadios de EM, siendo estos niveles mayores durante las recaidas y ante un incremento de
lesiones en las imagenes por RM. El incremento de Nf refleja el continuo deterioro axonal,
responsable de la discapacidad que presentan los pacientes con EM. En estudios previos se ha
observado que las mediciones de NfL podrian ser superiores a las de NfH para detectar los
efectos del tratamiento en el LCR de los pacientes con EMRR (Kuhle J, 2013).

» Anticuerpos neutralizantes contra interferon-8 y contra natalizumab: Se utilizan para
monitorizar la respuesta al tratamiento.

» Motivo CXC quimiocina-13 (CXCL13): Es responsable del reclutamiento de linfocitos B en el
SNC en la EM. Se estd evaluando como un biomarcador adecuado para la eficacia de las
terapias contra la EM (Ziemssen T, 2019).

» La osteopontina: Esta citoquina proinflamatoria juega un papel importante en la inflamacién
al modular las respuestas T helperl (Thl) y Th17 en el SNC. En un reciente estudio, su
concentracion aumento en pacientes con EM recurrente-remitente que estaban en fase de

remision (Morteza J, 2019).
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1.7. Tratamiento de la EM

La EM tiene un alto impacto personal, social, sanitario y econémico, tanto por la
discapacidad que produce en la poblacién de jévenes adultos como su repercusion negativa a
nivel laboral y los costes asociados a los tratamientos y cuidados de los pacientes.
Actualmente, no existe cura para la enfermedad, pero los tratamientos modificadores de la
enfermedad mejoran la calidad de vida de los pacientes y su esperanza de vida. Todos los
medicamentos han demostrado eficacia en las formas remitentes-recidivantes de EM; varios
de ellos han sido eficaces en el sindrome clinico aislado demorando la apariciéon de un
siguiente evento desmielinizante o de nuevas lesiones en la RM; otros han mostrado eficacia
en formas secundariamente progresivas asociadas a brotes (Garcia A, 2017). En cuanto a la
forma primaria progresiva, recientemente se aprobd el primer medicamento destinado para

este perfil.

Los tratamientos actuales para la EM se recogen en la tabla 7.

*El Ocrelizumab es el primer farmaco aprobado por La Administracién de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos (FDA) para el tratamiento de pacientes adultos con EM primaria
progresiva (EMPP) en marzo de 2017. El ocrelizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado
gue reduce selectivamente las células B que expresan CD20 mientras preserva la capacidad de

reconstitucion de las células B y la inmunidad humoral preexistente.

Las terapias de eliminacion de células B mediadas por anticuerpos anti-CD20 han establecido
una via nueva y prometedora en el tratamiento de EMRR y EMPP. El dltimo anti-CD20 en unirse
ha sido el Ofatumumab, el cual, en agosto de 2020, la FDA lo aprobé como terapia para todas
las formas de EM recurrente, la EM secundaria progresiva, la EMRR, asi como en los Sindromes
Neurolégicos aislados, en forma de pluma autoinyectable. La EMA lo aprobé en marzo del 2021

(Florou D, 2020; Delgado SR, 2023).
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TIPO DE FARMACOS
TRATAMIENTO

Tratamiento Glucocorticoides
brotes

Tratamientos Interferones
modificadores (beta-1B, beta-1A
de la y beta-1pegilado)
enfentnedad Acetato de
(Martinez- Glatiramero
Altarriba MC,

2015b)

Teriflunomida

Dimetilfumarato

Natalizumab

Fingolimod

Ocrelizumab*

Alentuzumab

Cladribina

Rituximab
Siponimod
Tratamiento de

los sintomas
(Yusta A, 2019)

MECANISMO DE ACCION

Induccion apoptosis linfocitos
T (Ayuso G, 2014).

Influencia a nivel células T,
células B y citoquinas (Kasper
LH, 2014).

Accion inmunomoduladora.

Inhibicion de la enzima
dihidroorotato
deshidrogenasa.

Inducciéon apoptosis linfocitos

T via genNrf2/Keap1.

Anticuerpo monoclonal
recombinante contra
subunidad alfa-4 de las

moléculas de integrina.
Modulador del receptor de la
esfingosina-1-fosfato.

Anticuerpo monoclonal
humano anti-CD20 del linfocito
B.

Agotamiento de células T,
células B, células asesinas
naturales y monocitos que
expresan CD52.

Purina antimetabolito.

Contra el antigeno CD20 en los
linfocitos B.

Modulador del receptor de 1-
fosfato de esfingosina (similar

a fingolimod).

Alteraciones cognitivas: Donepezilo y memantina.

Dolor: Baclofeno y tizanidina.
Alteraciones esfinterianas: Tolterodina, oxibutinina, bromuro de trospio, solifenicina.

Tabla 7: Resumen de los principales farmacos utilizados en EM. Los farmacos modificadores de la

EFECTOS ADVERSOS

Sintomas gastrointestinales,
aumento de peso, edema,
cambios de humor, disforia,
ansiedad, insomnio, acné, entre
otros. (Delgado F, 2019)
Sindrome pseudogripal y lesiones
cutdneas en el lugar de Ila
inyeccidn. Posibles resistencias al
tratamiento.

Reacciones transitorias de
postinyeccidon sistémicas como
dolor en el pecho,
enrojecimiento, disnea,
palpitaciones y / o ansiedad.
Hepatoxicidad.
Linfopenia
(Yusta A, 2019).

(monitorizacién)

Dolor abdominal, sofocos,
linfopenia.
Leucoencefalopatia multifocal

progresiva (riesgo 4.1 de 1000)
(Buc M, 2018).

Linfopenia ficticia, bradicardia,
infecciones vias altas, edema
macular y carcinomas
basocelulares (Yusta A, 2019).
Muy seguro. Contraindicado en
pacientes con hepatitis B activa.

Infecciones y trastornos
autoinmunes, como trastornos
tiroideos o purpura trombotica
autoinmune.

Infecciones tracto
superior, dolor de
linfocitopenia.

respiratorio
cabeza vy

Dolor de cabeza, hipertensidon y
aumento de transaminasas.

Fatiga: Acido acetilsalicilico, terbutalina o alfametilfenidato.
Antidepresivos con efecto estimulante: Venlafaxina, bupropidn o sertralina.

enfermedad a su vez se clasifican en farmacos de primera linea, dénde encontramos los interferones,

el acetato de glatiramero, la teriflunomida y el dimetifumarato. Y farmacos de segunda linea, como

natalizumab, fingolimod, ocrelizumab, alentuzumab, cladribina y rituximab.
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Fresentacion clinica Consideraciones Dpciones terapeuticas

- Interferdn beta 1b

- Interferdn beta 1 .aim

- Interferdn beta 1 a sc

- Acetato de glatiramero

- Interferdn betalb

- Interferdn beta 1.a im

= Interferdn beta 1a sc
Terapia inicial o primera - Interferdn beta 1 a pegilado
linea terapéutica - Acetato de glatirdmero

= Teriflunomida

Sindrome
desmielinizante
aislado

- Dimetilfumarato
- Azatioprina

= Matalizumahb

- Fingolimod
Formas agresivas - Alemtuzumab
Esclerosis multiple = Cladribina
recidivante remitente =  Ocrelizumah

Cambio entre medicamentos de primera
linega o paso a segunda linea en funcién
de las caracteristicas de cada paciente

Respuesta inadecuada a
primera linea

Respuesta inadecuada a Considerar otros farmacos de segunda
segunda linea linea

Opcianes no aprobadas:

Fracaso de los anteriores - Rituximab

- Ciclofosfamida

- Autotrazplante
Suspension de Terapia alternativa entre 8 y 12 semanas
natalizumak de la suspensicn

- Interferdn betalb

- Interferdn beta 1asc

Frogresion secundaria - Mitoxantrona (raramente utilizada
con brotes por taxicidad)

- Derelizumab

- Aponistas de receptores 51p

Esclerosis multiple
primaria progresiva

- Ocrelizumab

Tabla 8: Algoritmo terapéutico para la EM(Adaptado de la Sociedad Espafiola de Neurologia,
Garcia Merino A, 2017).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La actividad de la EM esta determinada por las recaidas con evidencia clinica (brotes) y la
presencia de lesiones en RMN que aumentan el realce con gadolinio y/o la generaciéon de
nuevas lesiones en T2. La progresion de la enfermedad es un proceso que se cuantifica de
varias formas: mediante el nUmero de recaidas a través de la Tasa de Recaida anual (n2 de
brotes/afio), el valor de la EDSS, o la valoracidon de escalas combinadas que evaldan la no
evidencia de progresion (NEP) o la no evidencia de progresién o de enfermedad activa

(NEPAD) (Bilbao MM, 2014; Cristiano E, 2021).

El diagndstico temprano de las formas progresivas de la enfermedad es un tema de gran
relevancia y que causa debate a dia de hoy. Aportar conocimiento acerca de la deteccién
precoz de la progresién al comienzo de la misma, en los casos de EMSP, o identificar de la
forma mas rapida posible un diagndstico progresivo en EMPP, forma parte de las principales
lineas de investigaciéon en EM actuales. Idealmente, tener biomarcadores de diagndstico de
formas progresivas o de reconocimiento del comienzo de la misma a partir de una EMRR,
permitiria acortar los tiempos de tratamiento, o en el caso de las secundarias progresivas
prever con anterioridad en qué momento se puede dar este curso evolutivo. Para ello, seria
indispensable disponer de un biomarcador facilmente medible en los laboratorios, altamente
especifico y sensible a los cambios en la historia clinica del paciente. En nuestro caso, es el

indice kappa el que presenta las caracteristicas idoneas mencionadas.

Objetivo Principal

El objetivo principal de esta Tesis es evaluar la utilidad del indice kappa como indicador

bioldgico de las formas progresivas de EM, EMPP y EMSP.

Objetivos secundarios

- Estratificar los distintos perfiles evolutivos de EM segun el indice Kappa estableciendo
una relacién entre los valores de dicho indice y las diferentes formas de EM. Se obtendrany
analizardn los puntos de corte resultantes para cada una de las diferentes formas de

evolucion.
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- Establecer la correlacién entre el indice kappa obtenido para las distintas formas
evolutivas de EM vy el indice de Tibbling-Link o indice de IgG, utilizado actualmente en el

Hospital como prueba paraclinica de laboratorio de apoyo al diagndstico de la EM.

- Estudiar la concordancia entre el indice kappa y los distintos patrones de BOCG
obtenidos. Las BOCG son actualmente empleadas como prueba paraclinica de laboratorio de

apoyo al diagnéstico de la EM.

- Correlacionar las variables indice Kappa, indice de IgG y BOCG con el pronéstico de los

pacientes.

- Cuantificar los distintos niveles de las subclases de 1gG (IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4) y evaluar
la correlacién con el indice kappa y con el estado inmunolégico del paciente, estudiando si
la presencia de uno o mas trastornos asociados a la EM, como enfermedad primaria del

paciente, se relaciona con la alteracion de dichos niveles.

- Relacionar los valores del indice kappa con los pardmetros clinicos habituales en el
diagndstico de la EM, como son principalmente los parametros de discapacidad del paciente
a lo largo de su historia natural (Escala de discapacidad de Kurtzke), y los pardmetros de

RMN.

- Estudiar los diferentes factores de riesgo asociados a EM y si presentan relacion con la

progresion de la enfermedad.

- Evaluar si el indice kappa es un biomarcador predictor de eventos de progresion de la

enfermedad mediante la correlacién con la tasa de recaidas y sucesos PIRA y RAW.

- Establecer un algoritmo prondstico de progresién basado en las variables que

manifiesten una mayor utilidad para la prediccion de la misma.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Poblacion de Estudio:

Para la realizacidn de esta Tesis Doctoral, se recogieron los datos de laboratorio obtenidos
como resultado del estudio asistencial del LCR y el suero mediante turbidimetria y
nefelometria para el calculo del indice Kappa, que se realiza en el laboratorio de Inmunologia
del HUVM, tras la realizacidn de una puncién lumbar. Los sujetos estudiados pertenecen al
Area sanitaria Virgen Macarena (Sevilla) y las muestras utilizadas en el estudio son
provenientes del estudio asistencial del LCR cuando existe una sospecha de posible
enfermedad desmielinizante. Se estudiaron los sujetos segun el valor del indice kappa que
presentaron, de acuerdo a un punto de corte establecido en el Laboratorio de Inmunologia
del HUVM de 10.62. Este punto de corte procede de un estudio retrospectivo transversal que
se ha llevado a cabo en el Laboratorio de Inmunologia con gran repercusién en la practica

clinica (Menéndez-Valladares P, 2015).

Las muestras se han conservado siguiendo los protocolos actuales europeos para el
mantenimiento de muestras de LCR y suero (Teunissen CE, 2011). Se han recogido vy

transformado en un tiempo inferior a 2 horas y se han preservado a -80°C hasta su uso.

Calculo del tamaiio muestral: Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en
un contraste bilateral, para detectar un riesgo relativo minimo de 0.1 y si la tasa de enfermos
en el grupo de pacientes con indice kappa inferior a 10.62 es del 0.1, se precisan:

e 105 sujetos en el grupo de pacientes con indice kappa superior a 10.62. De estos 105,
teniendo en cuenta el porcentaje de pacientes que desarrollan formas remitentes-
recurrentes (85%) y formas progresivas (alrededor del 15%), se necesitarian 89
pacientes con fenotipo EMRR al inicio del diagndstico y 16 para EMPP.

e 315 en el grupo de pacientes con indice kappa inferior a 10.62.

Se ha estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 5%. Se ha utilizado la
aproximacion de Poisson, teniendo en cuenta que la EM general presenta una baja prevalencia
en Espafia, en torno a 120 por cada 100000 habitantes (Atlas of MS 2020 - Epidemiology report
- MS International Federation, 2020) (Calculadora de GRANMO, versién 7.12 abril 2012).
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El bajo tamano muestral observado en nuestro estudio en alguno de los grupos, como es
el caso del grupo con EMRR vy el grupo control, se debe al bajo nUmero de pacientes con
sospecha de enfermedad desmielinizante que acuden a consulta en los ultimos afios unido a
la crisis sanitaria ocasionada por el COVID-19, que ocasiond una disminucién de la actividad

asistencial.

3.2. Seleccion de muestras:

Criterios de inclusion

Para el estudio se seleccionaron aquellos pacientes con SNA, o diagnéstico de EMCD en sus
distintos fenotipos, a los que se les realizdé una puncidon lumbar (PL) por prescripcién médica
como prueba complementaria para su diagndstico definitivo o en relacidn a su seguimiento. En
esta tesis, el SNA es contemplado como 1 sélo brote.

Para los casos control se incluyeron sujetos con enfermedades neuroldgicas de
caracteristicas no desmielinizantes, que tenian PL realizada como prueba de descarte
diagnodstico. Los controles nos permitieron establecer los valores basales de los diferentes
puntos para el estudio de los distintos indices calculados, tanto de las inmunoglobulinas Gy M,

asi como de las distintas subunidades de IgG.

Todos los sujetos procedian de la UGC de Neurologia del drea Hospitalaria Virgen
Macarena, en particular de la Unidad de EM para el caso de los individuos que padecian EM.

Criterios exclusion:

- Pacientes con edades inferiores a 14 afios. Estos casos pertenecen a pediatria y son
casos atipicos de EM muy temprana. Se considera que estos pacientes deben de tratarse de
forma particular tanto su estudio como los resultados que se obtienen de las distintas pruebas
como consecuencia de la precocidad de la enfermedad.

- Pacientes que presentan comorbilidad de gammapatia monoclonal con la EM. En estos
pacientes podrian verse afectados los niveles de CLL en circulacion y por tanto puede dar lugar
a una alteracion de los resultados al aumentar el valor de los niveles de CLL, no por la EM sino

por la patologia concomitante.
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3.3. Métodos Analiticos

El LCR se extrae mediante puncién lumbar previo consentimiento firmado del paciente. Una
vez separadas las células del LCR, mediante centrifugacién a 600 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente, el sobrenadante se divide en alicuotas de 350 microlitros y se almacena
a -80°C hasta su uso. De forma paralela, se toma una muestra de sangre del paciente para la
obtencién posterior del suero, separando las células del mismo, centrifugando a 2000 g durante
10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se divide en alicuotas de 500 microlitros
y se almacena de igual manera que el LCR, en un equipo congelador a -80°C hasta su uso. En
ambos casos, tanto para el LCR como para el procesamiento del suero, el tiempo estimado es

inferior a dos horas desde la extraccion de la muestra hasta su congelacién a -80°C.

Se extrae
liquido
cefalorraquideo
para su analisis

Figura 14: Representacidon de la extraccion de LCR a través de puncién lumbar

(Adaptado de Puncién Lumbar: MedlinePlus Enciclopedia Médica Illustracion, n.d.)

Se referencia a continuacion la metodologia llevada a cabo para la obtencién de los valores

de cada una de las variables de estudio incluidas en esta tesis.

a) Protocolo para la determinacidn de las bandas oligoclonales en LCR:

La determinacion de las BOCG en el LCR de los pacientes incluidos en el estudio se lleva a
cabo en Hospital Universitario Virgen Macarena en Sevilla. El protocolo se basa en el método
de mayor sensibilidad y especificidad descrito hasta el momento para este tipo de prueba. Se
realiza un isoelectroenfoque (sistema HEALTHCARE) seguido de transferencia e
inmunodeteccién mediante anticuerpos frente a IgG humana marcados con fosfatasa alcalina

siguiendo el protocolo descrito segun la Dra. Villar (Villar LM, 2005). Tras la incubacidn, la
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membrana se revela observdndose el resultado de la prueba mediante la precipitaciéon de la

fosfatasa alcalina con los reactivos correspondientes para el revelado.

b) Cuantificacién de las CLL:

Los niveles de CLL seran cuantificados mediante técnica de Turbidimetria (Optilite de

BindingSiteLtd), usando el kit para kappa libre humana Optilite (BindingSiteLtd).

Figura 15: Analizador Optilite (BindingSitelLtd.) (Extraido de

https://www.bindingsite.com/en/our-products/clinical-chemistry/optilite/overview).

Esta técnica se basa en el precipitado que se obtiene cuando un antisuero especifico y una
muestra que contiene antigeno se mezclan con una solucién amortiguadora de reaccion.
Debido a ello la solucidn se vuelve turbia. La turbidimetria mide la cantidad de luz que puede
pasar a través de esta solucién, que ird disminuyendo segun aumenta la cantidad de
precipitado. El kit utilizado estd basado en antisueros policlonales y la reaccién es potenciada

con particulas de latex.
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Figura 16: Mecanismo de accién del uso de antisueros policlonales. El ensayo basado en

anticuerpos policlonales reconoce una gran variedad de epitopos de las CLL.

El control de calidad y los resultados de la muestra del paciente se correlacionan

directamente en una curva de calibracién representada automdticamente por el analizador.

Con respecto a los problemas de linealidad del ensayo turbidimétrico, éste puede presentar
una tendencia a la no linealidad en determinadas circunstancias, como las relacionadas con
las propiedades de una determinada cadena ligera libre o las causadas por una interferencia
no especifica del ensayo (por ejemplo, la presencia de lipidos). Como no linealidad
entendemos cuando las muestras ofrecen valores diferentes con diluciones diferentes, pero

no se produce exceso de antigeno.
e Reactivos:

Reactivo Latex: anticuerpo monoespecifico policlonal fijado a particulas de latex poliestireno.
Y como conservantes 0,1% de acido E-amino-n-caproico (EACA) y 0,01% de benzamidina,

0,05% ProClin.

Calibradores y controles: mezcla de sueros humanos, suministrados en forma liquida estable.
Contienen un 0,099% de azida sddica, 0,1% de EACA y 0,01% de benzamidina como

conservantes.

Reactivo adicional: conservante 0,099% de azida sédica.

69



Calibracidn: Previo a la determinacién de las muestras, debemos garantizar la correcta
calibracion de la técnica para asegurar la precisiéon y exactitud de los resultados. Esta
calibracidén se realiza cada cambio de lote de reactivo o en caso de resultado del control de

calidad fuera de rango.
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Figura 17: Representacion grafica de la curva de calibracién para CLL. Curva obtenida para la

determinacidn de los valores de CLL en el equipo Optilite de BindingSitelLtd.
Para la calibracidon se analizaron una serie de antigenos con concentracidon conocida y se
realizd una curva de calibracién de 6 puntos.

La concentracidn de los calibradores junto con los valores de absorbancia de la técnica con

la que se realizé la curva de calibracién se puede observar en la siguiente tabla:

Calibrador Respuesta (A) Concentracion Concentracion dada
calculada

Blanco 0,023 3,088 3,088

1 0,043 6,989 6,640

2 0,074 13,318 13,280

3 0,131 26,359 26,560

4 0,187 43,802 44,267

5 0,235 67,591 66,400

6 0,297 131,767 132,800

Tabla 9: Datos obtenidos para la calibracién de las CLL. Realizado en el equipo Optilite de

BindingSiteLtd (Adaptado de The Binding Site Ltd. Freelite® 2014).
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° Controles de Calidad: El kit utilizado para realizar las CLL kappa presenta dos controles

con concentraciones conocidas y proporcionadas por el fabricante, uno con una
concentracion baja y otra con concentraciéon alta. Las concentraciones de los controles se
recogen en media o valor asignado por el fabricante (mg/L), desviacion estandar y rango de
aceptacion de los controles empleando la media calculada entre dos desviaciones estandar

(£1,96*DS). Estos se realizaron de forma previa al procesamiento de las muestras.
Control bajo (QC1): 13,99 + 1,399, rango aceptado (11,19 - 16,79).
Control alto (QC2): 27,86 + 2,786, rango aceptado (22,29 — 33,43).

e Rango de medicidén:

El rango de medicién aproximado de la cadena kappa en suero y plasma en el ensayo se

muestra en la siguiente tabla:

Optilite Analyser Dilution Rango aproximado (mg/L)
1+0 0,33-12,7

1+1 0,6-25,3

1+9 2,9-127

1+99 29-1270

1+999 290-127000

1+9999 2900-127000

Tabla 10: Rangos de medicién aproximado del ensayo en funcidn de la dilucion (Adaptado de

The Binding Site Ltd. Freelite® 2014).

e Caracteristicas técnicas: Las especificaciones técnicas para las CLL kappa y lambda

dadas por el fabricante se recogen en la siguiente tabla:

Cadenas ligeras libres kappa en
suero

Media (deswviacién Coeficiente
estandar) de
(mg/1) wvariacién
(%)

Dentro de 117 (1,09) Q76

mismo lote

Segun | lote 16,96 (1,21 T2

Segun el lote 30,37 (1,75) 576

Tabla 11: Especificaciones técnicas CLL kappa y lambda (Adaptado de The Binding Site Ltd.
Freelite® 2014).
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El estudio de la precision del ensayo de CLL kappa seguido por el fabricante sigue las guias
CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) Precision Performance of Clinical Chemistry
Approved Guideline (EP5-A), para ello se procesaron las muestras durante 21 dias, realizandose

dos mediciones por dia. Los resultados del ensayo se recogen abajo:

~ Precision Summary

Mean Within run Between run | Between day Total

(mg/L) | SD |cV% ]| SD [Cv%]| SD [CV%| SD [CV%

Level 1* 2.48 0.07 2.6 0.02 0.8 0.09 3.5 0.11 4.4

Level 2 4.87 0.13 2.6 014 | 29 0.32 6.6 0.38 7.7

Level 3 8.17 0.17 2.1 0.14 1.7 0.34 4.1 0.41 5.0

Level 4 13.74 | 0.23 1.7 0.14 1.0 0.55 4.0 0.61 4.5

Level 5 23.19 | 0.34 1.5 0.42 1.8 0.61 2.7 0.82 3.5

Level & 71.79 | 2.35 3.3 1.27 1.8 2.13 3.0 3.42 4.8

Level 7 105.13 | 5.52 9.2 0.00 0.0 4.48 4.2 7.11 6.7

Level 8 | 329.21 | 13.32 [ 4.0 5.67 1.7 | 1318 | 40 | 1958 | 5.9

Tabla 12: Datos del ensayo de precisién aportados por el fabricante (Adaptado de Insert Code: INS016.
M. Optilite, Versidon: 26 de Julio 2019. The Binding Site Ltd. Freelite®).

c) Cuantificacion de las subunidades de IgG:

Los niveles de 1gG1, G2, G3 y G4 en suero se cuantificaron mediante técnica de Turbidimetria

(Optilite de BindingSitelLtd).

e Reactivos:
El kit de reactivos utilizado para la medida de las IgGs es igual al empleado para la
determinacién de las CLL.

Los rangos de medicidn en suero y en plasma para cada subunidad son las siguientes:
IgG1: 150 - 144000 mg/I.
IgG2: 20 - 28000 mg/I.
IgG3: 5,5 - 2200 mg/I.
IgG4: 4,3 - 64800 mg/I.

e Calibracion:
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Para asegurar la precision y exactitud de las determinaciones, se realizd una calibracion (6
puntos) previa a las medidas con las muestras del estudio en el equipo Optilite de
BindingSitelLtd. Esta calibracidn se realiza cada cambio de lote de reactivo o ante un resultado
del control de calidad fuera de rango. En el eje de ordenadas se representa el resultado de la
medicion de la luz difundida en bits, y en el eje de abscisas se representa la concentracion de

cada subunidad en mg/dL para cada punto de la curva de calibracion.
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Figura 18: Curva calibracién para subunidad IgG1.
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Figura 19: Curva calibracion 1gG2.
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Figura 20: Curva calibracién para subunidad 1gG3.
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Figura 21: Curva calibracion para subunidad 1gG4.

) Controles de calidad: Los controles de calidad realizados, previos al analisis de las

muestras presentan dos concentraciones distintas para IgG1 e IgG2 y tres concentraciones
para I1gG3 e IgG4, todas ellas conocidas y establecidas por el fabricante. Estos se realizaron de

forma previa al procesamiento de las muestras.

El kit utilizado presenta las siguientes concentraciones:

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
3674+275,6 2637,4+197,81 376,1+28,21 266,7+20,0
act (3123-4225) (2241,8-3033,0) (319,7-432,5) (226,7-306,7)
672145041 4816,7+361,25 677,9+50,84 482,8+36,21
ac (5713-7729) (4094,2-5539,2) (576,2-779,6) (410,4-555,2)
1510,0+113,25 1719,9+128,99
acs i i (1283,5-1736,5) (1461,9-1977,9)

Tabla 13: Valores de los controles de calidad para las subclases de IgG. Media valor asignado por el
fabricante (mg/L), desviacidn estandar e intervalo de aceptacién de los controles empleando la media
calculada + 1,96*DS. QC1 (control calidad nivel 1), QC2 (control calidad nivel 2) y QC3 (control calidad
nivel 3) (Adaptado de BindingSitelLtd).

d) Determinacién del indice IgG (indice de Tibbling-Link), IgM e IgA.

Para el cdlculo de estos indices, se determinaron previamente los niveles de
inmunoglobulinas y de albimina, tanto en suero como en liquido cefalorraquideo, mediante
nefelometria. El equipo utilizado para la cuantificacion es el BNII™ (Siemens Healthcare

Diagnostics Inc.).
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Figura 22: Imagen del equipo BNII™ Siemens Healthcare Diagnostics Inc. En este
equipo se realizd la cuantificacion de la albumina y las inmunoglobulinas (Adaptado de

Siemens Healthcare Diagnostics Inc.).

Esta técnica se basa en la dispersion de la luz por particulas en suspensidn en el seno de
una disolucién, midiendo la potencia de la radiacion dispersada en un angulo diferente a la
direccion del haz incidente, normalmente 90°. La nefelometria considera tres factores
principales: la concentracién (mayor nimero de particulas, mayor dispersion), el tamano de
particula, y la longitud de onda. El nefelémetro BNII™ emplea particulas de latex con el
anticuerpo especifico fijado, mas en concreto, particulas de latex poliestireno recubiertas con

antisuero de oveja con el anticuerpo policlonal especifico fijado en dichas particulas.

e) Determinacidn en suero de 25-hidroxivitamina D [25(0OH)D]

Los niveles de 25(OH)D se cuantificaron mediante inmunoensayo competitivo por
guimioluminiscencia (CLIA) en suero. Durante la primera incubacion del ensayo, la 25 OH
vitamina D se disocia de su proteina de union y se une al anticuerpo especifico en la fase sélida.
Transcurridos 10 minutos, se agrega el trazador (vitamina D unida a un derivado de
isoluminol). Después de una segunda incubacion de 10 minutos, el material libre se elimina en
un ciclo de lavado. Posteriormente se agregan los reactivos iniciadores para dar lugar a una

reaccion quimioluminiscente rapida. La sefial luminosa se mide en unidades luminicas
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relativas con un fotomultiplicador y es inversamente proporcional a la concentracién de 25

OH vitamina D presente en calibradores, controles o muestras.
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Figura 23: Representacion grafica del fundamento de la quimioluminiscencia empleada

para la determinacidn de los niveles de vitamina D (Adaptado de Diasorin Lt).

En cuanto a los rangos de medida el equipo LIAISON® de DiaSorin mide entre 4y 150 ng/mL.
El minimo valor presentable es 4 ng/ml, que se basa en una precision interensayo préxima al
20% de Coeficiente de Variacion (sensibilidad funcional). Los valores inferiores a 4 ng/mL

deben presentarse como < 4 ng/mL. El maximo valor presentable sin dilucién es 150 ng/mL.
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3.4. Parametros clinicos

Las variables incluidas en el estudio fueron demograficas como la edad y el sexo y clinicas.

Como variables clinicas se estudiaron:
- Edad de diagnéstico de la enfermedad y edad en el momento de la puncién lumbar.

- Valor de la discapacidad en el momento de la PL medida mediante la EDSS, la cual se

definié como EDSS basal.

- Valor de la EDSS en un intervalo de 12 a 18 meses tras la PL y a los 5 afios de

seguimiento, este ultimo en los pacientes con EMRR.
- El grado de empeoramiento:

e A través de la EDSS en todos los pacientes con EM, definido como un aumento de la
puntuacion de la EDSS de 1,0 para los pacientes con una EDSS basal entre 0y 5, y un aumento

de 0,5 para los pacientes con una EDSS basal superior a 5.

e También se estudié el grado de empeoramiento de la discapacidad asociado a la
recaida o brotes (RAW, por sus siglas en inglés Relapse-Associated Worsening) o
independiente de la actividad de los brotes (PIRA, por sus siglas en inglés Progression
Independent of Relapse Activity) en los pacientes con EMRR, asi como el nimero de recaidas
anual durante 5 afios de seguimiento.

- Presencia de comorbilidades como diabetes, hipertensién arterial, enfermedades

autoinmunes previas, obesidad y dislipemia.
- Factores de riesgo: El tabaco y el estado inmunitario por VEB y citomegalovirus.

- La presencia de tratamiento modificador de la enfermedad.
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3.5. Parametros de Resonancia Magnética

Uno de los parametros de mas valor a considerar por el clinico ante una sospecha de EM
es la RMN. En nuestro analisis se han obtenido los datos de las imagenes de la primera RMN
de los sujetos incluidos con diagndstico final de EMCD, la primera RMN que se realiza el
paciente en el primer evento clinico con sospecha de enfermedad desmielinizante. Este dato
se clasificd como RMN basal, para evaluar este pardmetro se recogio si cumplian o no con los

criterios de Barkhof-Tintoré en el momento del diagndstico.

3.6. Analisis Estadistico

Para el andlisis estadistico empleamos los programas informaticos SPSS Statistics version

25 y R Commander 4.0.

Primero se aplicd el test de Kolmogorov-Smirnov para determinar si las variables
cuantitativas seguian la normalidad. Para muestras con menos de 30 casos, se aplico el test

de Shapiro-Wilks para el estudio de la normalidad.

Para el estudio de variables cualitativas policotdmicas y cuantitativas se emplearon test no
paramétricos para comparar los grupos de estudio (variable independiente o predictora

cualitativa policotémica), frente a las variables de estudio.

El test de Chi cuadrado o el test de la razén de verosimilitud (cuando mas de 3 casillas en
la tabla de contingencia, o un 30%, presenten una frecuencia menor de 5) fueron utilizados
indistintamente en cada caso como prueba estadistica para la comparacion entre variables

cualitativas.

La Prueba U de Mann-Whitney o la Prueba de Kruskall-Wallis fueron utilizadas para la
comparacion de datos no paramétricos entre grupos; mientras que el test de Jonckheere-
Terpstra fue utilizado para comparar dos grupos independientes en los que la variable

predictora era ordinal.
En todos los casos un valor de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Evaluacion de las pruebas diagndsticas (Curvas ROC)
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Mediante el andlisis de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) se determiné la
sensibilidad, especificidad, las razones de verosimilitud (o likelihood ratio) positivos y
negativos de las variables, estableciéndose puntos de corte para las variables de estudio en
los distintos perfiles evolutivos de la enfermedad: indice kappa, el indice de IgG y el indice de

IgM.

Las curvas ROC son una representacidon grafica de la especificidad y la sensibilidad
obtenidos al considerar todos los posibles valores de corte de la prueba, proporcionando una

representacion global de la exactitud diagndstica.

Las principales variables de estudio se agruparon y estudiaron como variables categéricas

dicotémicas o con mas de dos categorias segun el punto de corte final segun las curvas ROC.

Se realizaron curvas de supervivencia o de Kaplan- Meier donde se valoraron los tiempos
de conversidn a formas progresivas en los pacientes desde EMRR y los que ya eran EMSP en
el momento del estudio. Las curvas de Kaplan-Meier representan el nimero de casos
expuestos al riesgo en cada momento. Para ello se recogié el tiempo en afios desde el
diagndstico de EM hasta la fecha del estudio, el nimero de sujetos que contindan siendo

EMRR al finalizar el estudio y el nUmero de casos que presentaron una evolucion a EMSP.

A través de estas curvas se calcularon las medianas de supervivencia, y como test de para
comparar las diferentes curvas se aplicé el test de log-rank. Para la cuantificacion del efecto
de las distintas variables se utilizé6 un modelo multivariante de Cox y se obtuvieron las Hazard

Ratios o cocientes de riesgo.

En cuanto al algoritmo de clasificacidn de las formas progresivas respecto a las remitentes,
se realizé un modelo de regresidn logistica para determinar el mejor modelo de asociacion y
para calcular los Odds Ratio (OR), es decir, el efecto en la patologia, junto con los intervalos
de confianza de la distribucion del 95% vy el valor “p”. La regresidn logistica utiliza el test de
maxima verosimilitud y el test de Wald, comparando el efecto de cada variable ajustado por
el resto de los marcadores asociados en el analisis inicial. Para evaluar la validez del modelo,

se estudid la calibracion de este a través del test de Hosmer-Lemeshow y su poder

discriminante, a través del drea bajo la curva ROC.
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4. Resultados
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4. RESULTADOS

Para el desarrollo de esta tesis, la cohorte de estudio incluida finalmente fue de 278 casos
de los cuales ninguno presenté comorbilidad con gammapatia monoclonal. Del grupo inicial de
partida (293 sujetos) se excluyeron 6 casos menores de 14 afios, asi como pacientes mayores
de 80 afios del grupo control (9 casos en total) ya que las alteraciones neuroldgicas estaban

relacionadas con la propia senescencia.

El calculo de la potencia estadistica del estudio se realizé con G*Power 3.1. (p<0,001, tamaiio
del efecto 0,499). La potencia observada fue de 0,99 0 99,0%, con un porcentaje de pacientes
con EM e indice Kappa >10,62 del 85% (grupo de expuestos con enfermedad) y un porcentaje
de pacientes en el grupo control (grupo expuesto sin enfermedad) con un indice kappa >10,62
de 6,1%. Estos datos indican que el estudio presenta una alta potencia estadistica, lo que
respalda la confiabilidad de los resultados obtenidos. Se encuentra ademdas una alta
concordancia en las evaluaciones de diagndstico en el grupo de pacientes con patologia de EM,
mientras que en el grupo de control (sin enfermedad) la concordancia fue significativamente
menor, como era de esperar. Estos datos ya de por si indican que el indice Kappa utilizado es

util para evaluar la concordancia en el diagndstico de la enfermedad.

El grupo control estaba formado por pacientes que presentaban patologias neurolégicas no
desmielinizantes y fueron clasificados en tres grupos: enfermedades neuroldgicas no
inflamatorias (ENNI: epilepsia, neuralgias y cefaleas y ataxias), enfermedades neuroldgicas
inflamatorias distintas de la EM (EMI: incluyeron vasculitis, neuritis y encefalitis) y un grupo de

miscelanea (hidrocefalia, hipertension intracraneal, ictus, deterioro cognitivo y otros).

Se analizaron los distintos subgrupos control para ver si existian diferencias
estadisticamente significativas con respecto al sexo, la edad en el momento de la puncién
lumbar diagndstica y el indice kappa mediante test Chi cuadrado, test de Anova y test de
Kruskal-Wallis respectivamente, no encontrandose diferencias entre ellos (p>0,05). De este
modo, se comprobd que los distintos subgrupos presentaban una distribucion homogénea, lo
que permitié un estudio del indice kappa en este grupo como un Unico conjunto de casos

control.
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En la siguiente tabla se definen las caracteristicas demograficas sexo y edad en el momento

de la puncién lumbar diagnéstica de cada grupo de sujetos incluidos en el estudio:

Pacientes Edad media Sexo indice kappa
(n) puncién lumbar Mujeres/Hombres (Razén)

CONTROL  ENNI 77 46,6+15,2 42/35 (1,20) 2,88 (3,01)

ENI 35 46,3+14,9 19/16 (1,19) 3,84 (5,48)

Misceldnea 51 57,3+16,1 26/25 (1,04) 2,92 (3,38)
SNA 6 35,2+11,8 4/2 (2,0) 128,99 (206,9)
EMRR 58 37,8+10,3 35/23 (1,52) 83,11 (92,95)
EMSP 24 46,4+11,0 16/8 (2) 51,75 (116,87)
EMPP 27 51,4+8,0 17/10 (1,7) 33,58 (90,53)

Tabla 14: Caracteristicas de cada grupo. En la tabla se describe la edad media en el momento de la
puncién lumbar, edad media en el momento del diagndstico y el sexo. El grupo de estudio con EM fue
dividido en SNA y los grupos correspondientes a los distintos fenotipos de EM, EMRR, EMSP y EMPP
respectivamente. La edad de la puncidn lumbar estd representada como media y desviacion estandar,
mientras que el indice Kappa esta representado como mediana y rango intercuartilico, segun test de

normalidad (test de Shapiro-Wilk).

En el grupo de pacientes con EM se tuvo en cuenta si presentaban tratamiento modificador
de la enfermedad en el momento de la puncién lumbar, en este caso el 50% de los pacientes
con EMSP, en las que el diagndstico inicial fue de EMRR, contaban con tratamiento en el
momento de la puncién lumbar. Estos pacientes presentan una larga evolucién de la

enfermedad (de mas de 10 afios) que fue recogida en la base de datos del estudio.

Se estudiod la normalidad de la variable edad en el momento de la puncion lumbar a través
de los test de Kolmogorov-Smirnov en el grupo control y Shapiro-Wilk en los grupos de casos.

En todos ellos se obtuvieron una p>0,05, asumiendo de este modo normalidad.

Como podemos observar en la tabla 14, la edad en el subtipo EMPP fue superior al resto de
los casos (51,448,0), mientras que los pacientes con diagndstico de SNA fueron los que

presentaron una menor edad con respecto al resto (35,2+11,8).

En cuanto al sexo de los pacientes con EM, cabe destacar que en todos los fenotipos se

observa un mayor nimero de mujeres que de hombres. La mayor prevalencia de esta
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enfermedad en mujeres respecto a hombres estd claramente demostrada, pero hay que
resaltar que la ratio es superior en los casos en que la progresion de la enfermedad ha avanzado

hasta EMSP.

Al estudiar las variables edad en el momento de la PL y el sexo entre los distintos fenotipos
mediante las respectivas pruebas de contrastes T de Student y Chi-cuadrado, se obtuvieron los

siguientes resultados:

Control-EMRR 0,000 0,841
Control-EMSP 0,191 0,222
Control-EMPP 0,655 0,354
EMRR-EMPP 0,000 0,053
EMRR-EMSP 0,003 0,289
EMPP-EMSP 0,084 0,076

Tabla 15: Resultados test de contraste para las variables edad en el momento de la puncién lumbar
(edad PL) y el sexo. Se comparan ambas variables en funcién del subtipo diagndstico mediante las
pruebas estadisticas T de Student, para la edad PL, y Chi-cuadrado para el sexo. Se considera

estadisticamente significativo un valor de p<0,05.
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4.1. Estudio de los factores de Riesgo

Tanto en el grupo control como en los distintos fenotipos de EM se estudid la presencia de
comorbilidades y otros posibles factores de riesgo previos relacionados con la EM que han
sido descritos en la literatura. Entre ellos se encuentra, la diabetes mellitus (tanto tipo 1 como
tipo 2), otras enfermedades autoinmunes concomitantes (tiroiditis autoinmune, celiaquia y
enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas como lupus, sindrome de Sjogren,
conectivopatias, enfermedad mixta del tejido conectivo, entre otras), la obesidad, los virus de
Epstein-Barr y el citomegalovirus y el habito tabaquico. Los resultados obtenidos tras la
correlacién y el test de contraste entre las variables indicadas se exponen en la tabla 16. Uno
de nuestros objetivos secundarios era estudiar los diferentes factores de riesgo que se asocian
a EM y establecer algln tipo de relacion con la progresién de la enfermedad. En el caso de la
presencia de anticuerpos frente al virus Epstein-Barr y citomegalovirus, no todos los pacientes
estudiados presentaban serologia para dichos virus, por lo que el tamafio de la muestra es
inferior a la totalidad de los casos incluidos en el estudio (66 casos con serologia para VEB y

101 casos para citomegalovirus).

Para el contraste de hipdtesis se utilizé el test de la razéon de verosimilitud, ya que el test
de Chi cuadrado pierde fiabilidad cuando mas de 3 casillas en las tablas de contingencia
(aproximadamente un 30% de la tabla) presentan una frecuencia menor de 5. En nuestro caso,
todas las variables estudiadas como factores de riesgo presentaban mas de tres casillas con
una frecuencia menor de 5. El test de la razdon de verosimilitud se basa en el cociente entre las

frecuencias observadas y esperadas.

El coeficiente V de Cramer ha sido el utilizado para ver la asociacion de las variables cuando
sus categorias son de dos o tres clases, funcionando como una medida de la fuerza de
asociaciéon entre dos o mas variables, pero no indica el sentido o direccién de tal asociacién o
relacion. Este coeficiente va de 0 a 1, resultados del coeficiente entre 0y 0,2 indica que no hay
asociacién, un coeficiente de 0,2 indica una asociacién débil, entre 0,2 y 0,6 indica una
asociaciéon moderada y un resultado del coeficiente entre 0,6 y 1 indica una asociacion fuerte

entre las variables.
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DIAGNOSTICO ~ Test

Test asociacion

FACTORES DE RIESGO contraste
Control SNA (V de Cramer)
valor p
EX 24 1 2 2 6
15,51* 0,160(p=0,075)
TABAQUISMO NO 82 4 39 18 15
p=0,047
SI 57 1 17 4 6
NO 139 6 57 20 26 10,57* 0,195 (p=0,032)
DIABETES
sl 24 0 1 4 1 p=0,008
NO 149 6 54 24 25 2,81* 0,101 (p=0,590)
OBESIDAD
sI 14 0 4 0 2 p=0,294
NO 6 0 0 1 16,232*
VEB 0,160 (p=0,078)
Sl 36 3 15 2 1 P=0,039
NO 6 1 15 1 2 31,612*
CITOMEGALOVIRUS 0,238 (0,000)
SI 48 3 13 5 7 P=0,001
ENFERMEDAD NO 146 5 57 23 23
6,583 0,154 (p=0,160)
AUTOINMUNE
sI 17 1 1 1 4 p=0,093
PREVIA

Tabla 16: Caracteristicas y recuento de las distintas comorbilidades y factores de riesgo en cada grupo
diagndstico. Se realiza el contraste de hipdtesis con el test de razén de verosimilitud, que es mas fiable
en estos casos, ya que todas nuestras variables presentan mas de tres casillas con un recuento menor

de 5.

Las patologias autoinmunes concomitantes encontradas en nuestra cohorte fueron 12
casos de hipotiroidismo autoinmune, 3 casos de enfermedad de Graves, 3 casos de artritis
reumatoide, 1 caso de enfermedad de Crohn, 1 caso de lupus eritematoso sistémico, 1 caso
de enfermedad celiaca, 1 caso de artritis psoridsica, 1 caso de sindrome de Sjégren y 1 caso
de trombocitopenia autoinmune.

Como se muestra en la tabla 16, sélo la diabetes, la presencia de anticuerpos frente a los
virus Epstein-Barr y citomegalovirus presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos segun el test de Chi cuadrado, pero al realizar el test V de Cramer, la fuerza
de esta asociacion entre las variables fue nula para VEB y débil para diabetes (resultados
coeficiente inferiores a 0,2), a excepcién del citomegalovirus que presenta una asociacion

moderada con un coeficiente ligeramente superior de 0,238.
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Otro factor de riesgo estudiado es el nivel de Vitamina D. Se determinaron los niveles de
vitamina D en el momento del diagndstico (o en el momento del cambio a EMSP en estos
casos) con una ventana de un mes aproximadamente. Sélo 135 pacientes presentaban valores
de Vitamina D. La distribucidon en los distintos grupos no siguié normalidad (segun test
Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov), por lo que los valores se evaluaron como mediana y

rango intercuartilico (RIC). Los resultados se pueden observar en la siguiente tabla.

Mediana ng/mL (RIC)

Test Shapiro-Wilk

Control 56 18,30 (10,7) 0,002

EMRR 42 21,55 (8,8) 0,0001
Vitamina D

EMSP 16 14,30(12,5) 0,009

EMPP 21 16,30 (10,70) 0,014

Test Kruskal Wallis: p=0,022
EMRR vs EMPP p=0,024
EMRR vs EMSP p=0,011

Test de Mann-Whitney por parejas

Tabla 17: Resumen de los valores analiticos de vitamina D y su distribucién en los distintos
grupos, expresados en mediana y rango intercuartilico (RIC). El test de Shapiro-Wilk mostrd
que la distribucién de la variable en los distintos grupos no presentaba normalidad (p<0,05),
con lo que se realizd prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En la tabla se muestran los

resultados estadisticamente significativos en el test por parejas U de Mann-Whitney (p<0,05).
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Figura 24: Niveles de vitamina D en funcidon del diagndstico. En el eje de ordenadas se representan los
valores de vitamina D en ng/mL y en el eje de abscisa los distintos grupos diagndsticos. Se considera

un rango normal de vitamina D por encima de 30 ng/mL (Varsavsky M, 2017).
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En la figura 24 se puede observar como las formas progresivas presentan valores medios

de vitamina D inferiores al resto de grupos.

Al estudiar los grupos de acuerdo con sus medianas con la prueba de Kruskal Wallis,
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y los distintos
subtipos de EM (p=0,022). Al analizar los grupos por parejas (test de Mann-Whitney) y tras
ajuste mediante la correccion de Bonferroni, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos EMRR y EMSP y entre EMRR y EMPP (p=0,011 y p=0,024,

respectivamente) (Tabla 17).

Como podemos observar todos los individuos de nuestro estudio presentan valores bajos
de vitamina D, aunque en las formas progresivas, tanto secundarias como primarias, este
déficit es mds marcado con respecto al resto de los grupos. La mayoria de los datos que
relacionan la vitamina D y la EM provienen de estudios realizados sobre pacientes con EMRR,
pero los pocos datos existentes en pacientes con fenotipos progresivos sugieren que los
niveles de vitamina D son mds bajos en estos subtipos con respecto a la EMRR y que el déficit

de vitamina D puede predecir la conversién a EMSP (Muris AH, 2016; Smolders J, 2008).

Los niveles bajos de vitamina D observados en el grupo control, podrian ser a consecuencia
de la edad en este grupo, el cual es el segundo grupo con mayor edad media, detrds de los
pacientes con EMPP, y también a un mayor niumero de patologias y comorbilidades previas,
las cuales pueden asociarse a niveles bajos de vitamina D (Varsavsky M, 2017; Murdaca G,

2019).
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4.2. Sintesis Intratecal de Inmunoglobulinas

Para la valoracion de la sintesis intratecal de inmunoglobulinas se determinaron las CLL
kappa en LCR, la concentracién de las inmunoglobulinas G, Ay M en suero y en LCR y la
determinacion de las BOC IgG en LCR. Ademas, se calculé el Indice de IgG o indice de Tibbling-

Link, el indice de IgM, el indice de IgA y el indice Kappa.

Dado que las variables estudiadas previamente mediante el test de Shapiro-Wilk y

Kolmogorov-Smirnov, no siguen una distribucion normal, se calcularon las medianas y los

rangos intercuartilicos para cada grupo (Tabla 18).

INDICE KAPPA c:‘;;/"SR (':':Lc:r:gi :Nmzldc;li'c ('::Lc:r:gz BOCG  TRATAMIENTO
(medianayIQR) = ianay IQR) IQR) IQR) IQR) (+/-) (sl/No)
CONTROL 163 3,23 (3,50) 0,30(0,06)  0,48(0,08) 0,06(0,08) 0,29(0,16)  12/145 -
SNA 6 128,99 (206,9) 3,52 (11,19) = 0,91(0,92) 0,07 (0,27) 0,25 (0,17) 5/1 -
EMRR 58 83,11(92,95)  4,28(7,09)  0,75(0,69) 0,08(0,13) 0,32(0,10)  55/3 12/46
EMSP 24 51,75(116,87)  2,86(4,35)  0,63(0,66) 0,09(0,05) 0,28(0,15)  24/0 12/12
EMPP 27  33,58(90,53)  2,02(637)  0,68(0,23) 0,09(0,10) 0,29(0,09)  24/3 0/27

Test de Kruskal

. 0,000 0,000 0,000 0,005 0,230 - -
Wallis, p valor

Tabla 18: Resumen de las distintas variables asociadas a la sintesis intratecal de inmunoglobulinas en
funcién de los distintos perfiles evolutivos y el grupo control. Se recogen las medianas y los IQR
(diferencia entre el valor del primer cuartil y el tercer cuartil) de las CLL kappa en LCR, los distintos
indices (IgG, 1gM, IgA e indice Kappa) y el nimero de pacientes con BOCG positivas y negativas en
funcién del diagndstico. También se recogen los pacientes con EM con presencia o ausencia de
tratamiento modificador de la enfermedad en el momento de la puncidn lumbar. Se recoge el valor de

p del Test estadistico de Kruskal Wallis.

Como se muestra en la tabla 18, la mediana del grupo control para el indice kappa se
establecié en 3,23 (IQR: 3,50), mucho menor que los presentados por los distintos grupos de
EM, a su vez las formas progresivas presentan niveles mas moderados de indice Kappa con

respecto a los grupos EMRR y SNA.

Para el estudio comparativo sdlo tuvimos en cuenta los casos con EM confirmada,

excluyendo los 6 casos con SNA, ya que el nimero de casos no era lo suficientemente grande
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estadisticamente para obtener resultados diferenciales. Los pacientes con SNA son los que
presentaron una mediana de indice Kappa mayor con respecto al resto de los grupos con

EMCD.

En primer lugar, se realizé el andlisis de los pacientes con EM en funcién de si se
encontraban en tratamiento en el momento de la punciéon lumbar, con el objetivo de
descartar posibles sesgos en las variables estudiadas. Como podemos observar en la tabla 18,
el 50% de los pacientes con EMSP presentaban tratamiento en el momento de la puncion
lumbar. En el caso concreto de los pacientes con EMPP, hasta el 2018 no hubo un tratamiento
aprobado para estos pacientes, por lo que ningln paciente tenia tratamiento modificador de

la enfermedad.

En el grupo con EMRR y EMSP, se analizaron las diferencias en las variables estudiadas
(indices Kappa e indices IgG, I1gM e IgA y CLL kappa en LCR) en funcidn de la presencia de
tratamiento previo o no en el momento de la puncién lumbar, para ello se aplicé la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. Este test nos indicd6 que no existian diferencias
estadisticamente significativas en las medianas de las distintas variables de estudio en el grupo
con EMRR y EMSP en funcidn de la presencia del tratamiento (p>0,05), con lo cual se procedié

a estudiar las distintas variables en su conjunto en ambos grupos.

Cuando estudiamos todos los grupos de acuerdo con las medianas de las CLLk en LCR y los
diferentes indices, encontramos globalmente diferencias estadisticamente significativas entre

ellos aplicando la prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05), excepto en el indice IgA (Tabla 18).

A continuacidn, se realizo el analisis de los grupos por parejas, aplicando el test estadistico
U de Mann-Whitney. Este andlisis dio como resultado que todas las variables (indices Kappa e
indices IgG e IgM y CLL kappa en LCR) en todos los fenotipos de EM presentaron diferencias
estadisticamente significativas con el grupo control, excepto el indice de IgA, tal como se
describe en la tabla 19. En el caso del indice IgM las diferencias fueron entre el grupo control
y las formas progresivas (EMSP y EMPP). En cuanto al indice de IgA, sélo presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo EMRR (Tabla 19y
Figura 25, 26 y 27). En cuanto al analisis por parejas del indice kappa entre fenotipos EMRR y
fenotipos progresivos, las diferencias entre EMPP y EMRR se quedaron en el limite de la

significancia estadistica (p=0,051), mientras que el analisis por parejas entre el grupo EMRR y
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el conjunto de casos con fenotipos progresivos mostraron diferencias estadisticamente

significativas para el indice kappa (p=0,027) (Tabla 19).

Test Kruskal Wallis p global 0,000 0,000 0,000 0,005 0,230
U Mann-Whitney p = Control-EMRR 0,000 0,000 0,000 0,047 0,046
Control-EMSP 0,000 0,000 0,000 0,005 0,368
Control-EMPP 0,000 0,000 0,000 0,013 0,545
EMRR-EMPP 0,084 0,051 0,230 0,524 0,255
EMRR-EMSP 0,522 0,258 0,187 0,335 0,447
EMPP-EMSP 0,195 0,336 0,491 0,985 0,947
EMRR-Formas 0,133 0,027 0,119 0,325 0,236

progresivas

(EMPP+EMSP)

Tabla 19: Resultados del test global de Kruskal Wallis y del test por parejas U Mann-Whitney de las
distintas variables recogidas. También se recoge los valores p de todas las comparaciones de cada

subtipo frente al control.
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Figura 25: Representaciéon mediante diagrama de cajas y bigotes del andlisis por parejas mediante
test U Mann-Whitney para el indice Kappa entre los distintos fenotipos de EM y el grupo control.

Se representan la mediana y los percentiles 25 y 75 (cajas coloreadas en azul); el minimo y maximo
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(barras de error); y los outliers (*). Se representan los valores p significativos entre los grupos
(flechas). Los resultados del andlisis por parejas muestran diferencias entre el grupo control y cada

uno de los grupos patoldgicos y entre el grupo con EMRR y las formas progresivas (recuadro verde).
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Figura 26: Representacion mediante diagrama de cajas y bigotes del andlisis por parejas
mediante test U Mann-Whitney para CLL kappa en LCR entre los fenotipos de EM y el grupo
control. Se representan la mediana y los percentiles 25 y 75 (cajas coloreadas en azul); el
minimo y maximo (barras de error); y los outliers (*). Se representan los valores p significativos
entre los grupos (flechas). Los resultados del andlisis por parejas sélo encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y cada uno de los fenotipos de EM, pero

no se encontraron diferencias entre los fenotipos de EM entre si.
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Figura 27: Representacion mediante diagrama de cajas y bigotes del analisis por parejas
mediante test U Mann-Whitney para los valores del indice de 1gG entre los distintos
fenotipos de EM. Los resultados del andlisis por parejas sélo encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y cada uno de los fenotipos de EM,

pero no se encontraron diferencias entre los fenotipos de EM entre si.
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4.2.1. Estimacion de puntos de corte para el indice Kappa seguin perfil evolutivo de EM

Segun los resultados del analisis comparativo de los distintos indices y la concentracion de
las CLL kappa en LCR en funcidn del perfil de EM, encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el resto de los fenotipos. Ademas, el indice Kappa
presentd diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes que se encontraban
en la fase de EMRR Yy los que presentaban un fenotipo progresivo (EMPP y EMSP), con un valor
de p de 0,027. Estos datos sugieren que el indice Kappa pudiera estar relacionado con la
progresion de la enfermedad, lo cual ha sido objetivo de estudio en esta tesis. En primer lugar,
se llevé a cabo la obtencion de los puntos de corte del indice Kappa correspondientes a cada
uno de los fenotipos de EM, con el fin de conocer si hay puntos de corte que puedan
diferenciar si nos encontramos en una fase remitente recidivante o en un contexto progresivo
de la enfermedad. En dicho calculo, se incluyé también la determinacion de los puntos de
corte de los indices de IgG, al ser el indice actual empleado y relacionado directamente con el
diagndstico de los pacientes y, comprobar también si mantiene alguna capacidad
discriminatoria de progresién o sélo es fiable desde el punto de vista diagndstico. El calculo se

llevd a cabo mediante el analisis de las curvas ROC.

Los métodos estadisticos para la determinacion del punto de corte se engloban en dos
grandes categorias: los métodos orientados a datos, dentro de los cuales estan los métodos
graficos y los basados en el célculo de los cuantiles, y los métodos orientados a resultados, que
proporcionan un valor de punto de corte en correspondencia con la relacién mas significativa

con los resultados (Mandrekar JN, 2003).

» Meétodos orientados a datos:

Dentro de este tipo de metodologias, encontramos la representacidon grafica de la variable
de estudio mediante grafica de dispersion de puntos o de lineas. En este tipo de metodologia
el punto de corte estaria definido por el valor de la variable dénde se produciria un aumento

o disminucidn significativo en el porcentaje de casos.

Otra metodologia orientada a datos es mediante el cdlculo de cuantiles, para el cual es
necesario que la variable presente una distribucién normal. Este método se basa en el modelo

de distribucidon de la probabilidad en una curva Gaussiana.
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Los principales inconvenientes de estos métodos para la obtencion de puntos de corte es

Ssu poca precision y su baja exactitud diagndstica (Mazumdar M, 2000).

» Meétodos orientados a resultados:
Entre estos métodos nos encontramos el Calculo del Chi cuadrado y el OR en tablas de
contingencia 2x2 y el indice de Youden mediante el uso de las coordenadas de la curva ROC,

el cual fue finalmente la metodologia empleada en nuestro estudio.

Las curvas ROC representan “sensibilidad” frente a la “1-especificidad” y se obtienen al
considerar todos los posibles valores de corte en la escala de resultados de la prueba. La
exactitud de la prueba aumenta a medida que la curva se desplaza desde la diagonal hacia el
vértice superior izquierdo obteniendo asi una mayor area bajo la curva (AUC). Se puede
considerar como un indice de la exactitud global de la muestra. Esta drea posee un valor
comprendido entre 0,5y 1, donde 1 representa un valor diagnéstico perfecto y 0,5 es una

prueba sin capacidad discriminatoria diagndéstica (Zou KH, 2007).

Una vez obtenidas todas las coordenadas de la curva, se calculd el indice de Youden

(estadistico J) para cada una de ellas a través de la siguiente férmula:
J= Especificidad + sensibilidad - 1

El indice de Youden es una prueba estadistica que informa del rendimiento de una prueba
de diagndstico. Es utilizada conjuntamente con la curva ROC para el calculo del punto de corte
de una variable cuantitativa. El indice J esta representado graficamente como la altura por
encima de la linea de posibilidad, y es también equivalente al AUC de un Unico punto
operativo.

Aquel punto con un mayor indice de Youden representa el punto de corte dptimo. Este tipo
de metodologia para la estimacion del punto de corte se engloba dentro de los métodos

orientados a resultados como mas adelante detallaremos.

Se calcularon los distintos puntos de corte del indice kappa en funcién de los distintos
subtipos de la enfermedad frente a los controles para las variables indice Kappa, indice de I1gG
e indice de IgM, ya que presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los

fenotipos y el grupo control, tal como indicamos anteriormente en la tabla 19.
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Los resultados de cada grupo se muestran en la siguiente tabla:

Control vsEMRR 0182'7?(1)1197 - 9,045 (0,25?3,97 092(08809) 017%?5 o | @ 9(;:_95 -
indice  Control vs EMSP (0’92'7?3’2998) 8,640 ( Lo o | 091(087:0%) o — g | @ oono .
KAPPA  control vs EMPP (0’88’;3’5981) 8,792 o 602'_7; o3  091(08709) 4(2_657 . (0’903'_95 -
:i::;::avav: = (0,82’29-3?796) 8,64 (0,7%?597) 0,91(0,87-0,96) (0,6051-70?87) (0,903'?599)
| Controlvs EMRR (0,82218-?)?932) e (0,6%-7(?,90) (o,s%i?,ga) (0,6%-701,82) (0,8%-902,96)
:gg'ce Control vsEMSP 70 | 0525 Osnoss | 075068082 o
Control vs EMPP ( 0182;‘8_3?9 46) 0,535 ( 01803’?13’ 02) 0,79 (0,72-0,85) o, 2%?02, 54) o, goé?f 00)
o Control vs EMRR (o,52%€i<1),1697) 0,066 (0,5%?02,75) (0,40256:’,63) (0,2(2?542) (0,703'%),88)
:'g':,:ce Control vs EMSP (0,5256-(7),7770) 0,079 o, o gy 0660058073 103'_202'32) o S0 o)
Control vs EMPP 015266531975 ) 0,079 o 4%?5 gy | 066058073 o 1(2_2031 3 | o 8%?01, o7

Tabla 20: Datos extraidos del analisis de las curvas ROC para las variables indice kappa, indice de IgG e indice
de IgM entre los distintos subtipos de EM y el grupo control. Para el indice Kappa también se muestra el
analisis de las curvas ROC entre el conjunto de fenotipos progresivos (EMPP y EMSP) vs grupo control (IC:

intervalo de confianza, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo y AUC: area bajo la

curva).
Curva ROC EMRR vs CONTROL
1,0
r—/_u/
0,8
S
_-E 0,6
»
c
<) 0,4
(/]
Origen de la curva
0.2 —— indice Kappa (AUC= 0,911)
' ——indice de IgG (AUC=0,883)
—— indice de IgM (AUC=0,611)
——— Linea de referencia
0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidad
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Figura 28: Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) de las variables indice Kappa, indice de IgG
e indice de IgM entre los pacientes con EMRR frente al grupo control. Comparacion de las curvas para
el indice 1gG (linea roja), indice kappa (linea azul) e indice IgM (linea verde). Cada punto de la curva
ROC corresponde a un posible punto de corte del test diagndstico, y nos informa de su sensibilidad
(ejeY), y de 1-especificidad (eje x). Ambos ejes incluyen valores entre 0y 1 (0%-100%). La linea trazada
desde el punto con coordenadas 0.0, 0.0 al punto con coordenadas 1.0, 1.0 recibe el nombre de linea

de referencia (linea naranja).
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Figura 29: Curvas ROC de las variables indice Kappa, indice de IgG e indice de IgM entre los pacientes
con EMSP frente al grupo control. Comparacién de las curvas para el indice IgG (linea roja), indice

kappa (linea azul) e indice IgM (linea verde).
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Figura 30: Curvas ROC de las variables indice Kappa, indice de IgG e indice de IgM entre los pacientes
con EMPP frente al grupo control. Comparacién de las curvas para el indice IgG (linea roja), indice

kappa (linea azul) e indice IgM (linea verde).

Cabe destacar de la tabla 20, el buen rendimiento diagndstico del indice Kappa para los
distintos fenotipos de EM con respecto al indice de IgG o de Tibbling-Link, excepto para los
pacientes con EMPP frente al grupo control, el cual el indice Kappa presentd una ligera
disminucion de la sensibilidad, pero un claro aumento de la especificidad con respecto al

indice de IgG.

En cuanto al indice IgM, presenta una peor eficacia diagndstica con respecto al resto de los
indices, siendo mayor en los pacientes con fenotipos progresivos con respecto a los pacientes
con EMRR. Al analizar el punto de corte obtenido para EMPP y para EMSP de 0,079 frente al
resto de grupos (Tabla 21), observamos que un 62,9% de los pacientes con EMPP y un 66,7% de

los pacientes con EMSP superan este valor umbral frente al 51,7% de los pacientes con EMRR.

indice IgM <0,079 108 (70,1%) 28 (48,3%) 8(33,3%) 10 (37,1%)
>0,079 46 (29,9%) 30 (51,7%) 16 (66,7%) 17 (62,9%)
Total 154 (100%) 58 (100%) 24 (100%) 27 (100%)
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Tabla 21: Resumen del nimero de casos de cada subgrupo que superan o no el valor del punto de
corte para el indice IgM de 0,079 calculado. 154 pacientes del grupo control presentaban datos de

sintesis intratecal de IgM frente a 9 pacientes que no presentaban datos de la cohorte inicial.

Estos resultados nos sugieren que el indice kappa puede apoyar el diagndstico de los
fenotipos progresivos como prueba complementaria junto con otros parametros para la

clasificacion de la enfermedad.

Después de analizar los distintos indices con respecto al grupo control, procedimos a
representar de forma grafica los valores del indice kappa en funcién del tipo de perfil evolutivo

de la enfermedad, remitente-recurrente frente al subtipo progresivo, obteniendo el siguiente

histograma.
Piramide de frecuencias del INDICE KAPPA para EMRR y fenotipos progresivos
EMRR Formas progresivas
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Figura 31: Pirdmide de frecuencias de los valores del indice Kappa en funcién del tipo de fenotipo,
EMRR y progresivo (EMSP mas EMPP). En el eje de abscisa se representa el nimero de casos por
fenotipo y en el eje de ordenadas se representa el indice Kappa. Las barras a la izquierda en color
azul son las correspondientes al grupo con EMRR y las de la derecha en color rojo corresponden a los

fenotipos progresivos.

Como podemos observar en este grafico, hay un mayor nimero de pacientes con formas
progresivas con niveles de indice Kappa por debajo de 100 con respecto a los pacientes con
EMRR (recuento de 29 pacientes frente a 21, respectivamente), a medida que va aumentando

los niveles de indice kappa hay un mayor nimero de pacientes con EMRR con respecto al
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nlimero de pacientes con formas progresivas, en concreto a partir de un nivel de indice Kappa
entre 100 y 200 el numero de pacientes con EMRR es de unos 28 frente a 15 pacientes con

formas progresivas.

A continuacién, se calculé el punto de corte entre los fenotipos EMRR y los fenotipos
progresivos (EMPP y EMSP) mediante curvas ROC y el célculo del indice de Youden. Segun esta
metodologia, el punto de corte con mayor indice de Youden fue 35,37, el cual presentd una
sensibilidad del 0,49, una especificidad de 0,78, un valor predictivo positivo de 0,66 y un valor
predictivo negativo de 0,64, para la estratificacion de las formas progresivas (EMPP y EMSP)
frente al grupo EMRR. El AUC de la curva ROC realizada para el calculo del indice de Youden fue

de 0,608 (1C95% 0,500-0,715) (Figura 32).

‘o Curva ROC
og
E 06
=2
B
" 04 _
0.2 _ ’I AUC= 0,608; Cut-off=35,37
(S=0,49 y E= 0,78)
00
0,0 0z 0,4 06 08 1,0
1 - Especificidad

Figura 32: Curva ROC de la variable indice Kappa (linea azul) entre pacientes con formas progresivas y
pacientes con EMRR. La linea trazada desde el punto con coordenadas 0.0, 0.0 al punto con

coordenadas 1.0, 1.0 corresponde a la linea de referencia.
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Formas progresivas vs 5 ,q 0,49 (0,35-0,63) 0,79 (0,69-0,90) 0,68 (0,52-0,83) 0,64 (0,53-0,75)
EMRR

EMPP vs EMRR 4,12 0,52 (0,33-0,71) 0,79 (0,69-0,90) 0,54 (0,35-0,73) 0,78 (0,67-0,89)

EMSP vs EMRR 3,24 0,46 (0,26-0,66) 0,79 (0,69-0,90) 0,48 (0,27-0,68) 0,78 (0,67-0,89)
Tabla 22: Diferencias en el rendimiento diagndstico del punto de corte de 35,37 extraido de la curva ROC
para el indice Kappa entre EMRR y formas progresivas (EMPP y EMSP) (IC: intervalo de confianza, VPP: valor

predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo y OR: odd ratio).
El rendimiento diagndstico de este punto de corte mejora al aplicarse a los grupos EMPP y

EMRR con un aumento de la sensibilidad de 0,52, la especificidad se mantiene igual en 0,79, y

la OR aumenta (4,12 frente a 3,48).
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4.2.2. Analisis de la eficacia diagndstica de BOCG

Se analizé la eficacia diagndstica de las BOCG en la totalidad de los pacientes con EM, ya
que los patrones de BOC son caracteristicos de cada individuo y tienden a permanecer sin
cambios, a pesar de la posible intervencién terapéutica (Olsson JE, 1973; Link H, 2006; Von

Glehn F, 2012).

Para ello se emplearon tablas de contingencia para la variable BOCG frente a los distintos
perfiles evolutivos de la enfermedad. Del total de pacientes, sélo 6 no presentaban la
realizacion de BOC de IgG en el grupo control. Los resultados de las BOCG, su porcentaje de
positividad y la tasa de falsos negativos de este pardametro se detallan en la siguiente tabla

para todos los subgrupos de EM y el grupo control:

BOCG %Positividad  Tasa FN EDSS basal
'POSITIVAS NEGATIVAS  BOCG+  BOCG-
Control 12 145 8,3% - No aplica = No aplica
EMRR 54 3 93,1% 5,17% 1,5 2
EMSP 24 0 100% 0% 6,5 -
EMPP 24 3 88,9% 11,1% 4,5 4,5

Tabla 23: Resumen de los resultados de BOCG en los distintos grupos de diagndstico. Se recoge el
porcentaje (%) de positividad en cada grupo, asi como la tasa de falsos negativos en % y las medianas

de EDSS basal en cada grupo en funcidn del resultado de las BOCG.

Al analizar las tasas de falsos negativos en los pacientes con EM, observamos que en el total
de los pacientes con EMRR el porcentaje de falsos negativos fue de un 5,17% frente al 11,1%
en los pacientes con EMPP. En cuanto al porcentaje de positividad, observamos que el 100%
de los pacientes con EMSP presentan BOCG positivas. Este dato podria estar concordancia con
diferentes estudios que asocian la presencia de BOCG con un curso de la enfermedad mas

grave y con un mayor desarrollo de discapacidad (Rojas JL, 2012).

A continuacién, se evalulo la eficacia diagndéstica de las BOCG para los distintos subgrupos,
ademas de un andlisis combinado con el indice Kappa para la clasificacion entre los subtipos
progresivos y el subtipo remitente-recurrente de EM. Para el andlisis combinado de las BOCG
y el indice Kappa segun punto de corte calculado para fenotipos progresivos, se realizd un

analisis de uso de pruebas en serie, para ello se aplica una prueba en primer lugar, en este caso
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las BOCG, y después se indica la otra prueba, el indice Kappa, solo si el individuo resulta positivo
de la anterior. Al final, se considera positivo al sujeto que haya tenido resultados positivos en
todas las pruebas y negativos a todas las demas. Los resultados se recogen en la siguiente

tabla:

Analisis eficacia diagndstica BOCG

EM vs control

0,94 (0,90-0,99)

0,92 (0,87-0,96)

0,89 (0,83-0,95)

0,96 (0,93-0,99)

EMRR vs control 0,95 (0,89-1,0) 0,92 (0,88-0,97)  0,82(0,73-0,91) 0,98 (0,96-1,0)
EMPP vs control ~ 089(0,77-0,97) 092 (0,88-0,97) 0,67 (0,51-0,82) 0,98 (0,96-1,0)
EMSP vs control 1,00 (1,00-1,00) 0,92 (0,88-0,97) 0,67 (0,51-0,82) 1,0 (1,0-1,0)
EMRR vs EMSP 1,00 (1,00-1,00) 0,05 (0,00-0,11) 0,30 (0,20-0,41) 1,0 (1,0-1,0)
EMRRvs EMPP 0,89 (0,77-1,00) 0,05 (0,00-0,11) 0,30 (0,20-0,41) 0,50 (0,10-0,90)

Analisis eficacia diagndstica combinada de BOCG & indice Kappa (punto de corte 35,37)

EMRR vs EMSP

EMRR vs EMPP

0,46 (0,26-0,66)

0,44 (0,26-0,63)

0,84 (0,75-0,94)

0,84 (0,75-0,94)

0,55 (0,33-0,77)

0,57 (0,36-0,78)

0,79 (0,69-0,89)

0,77 (0,66-0,87)

Tabla 24: Resumen rendimiento diagndstico de las BOCG para el diagndstico de EM en funcidén del
subgrupo y sobre el total de pacientes con EM y eficacia diagndstica del uso combinado en serie de las
BOCG y el indice Kappa segln punto de corte calculado (35,37) para la estratificacion entre fenotipos

progresivos y remitentes-recurrentes.

Segun los resultados expuestos en la tabla 24, las BOCG presentan un excelente rendimiento
diagnéstico, con una sensibilidad de 0,94 (IC95% 0,90-0,99) y una especificidad de 0,92 (IC95%
0,87-0,96), junto a un valor predictivo positivo de 0,89 (IC95% 0,83-0,95) y un valor predictivo
negativo de 0,96 (IC95% 0,93-0,99). Al comparar estos resultados con el rendimiento aislado
del indice Kappa (Tabla 20), ambos parametros presentan un rendimiento diagndstico similar.
Para el caso concreto de los pacientes con EMPP con respecto al subtipo EMRR, las BOCG
presentan una especificidad diagnéstica de 0,05, la cual es destacadamente muy inferior al

indice kappa para el punto de corte calculado de 35,37, que fue de 0,79 (Tabla 22), mientras
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que la sensibilidad diagndstica de las BOCG es mayor que la del indice kappa, 0,89 frente a 0,52
(Tabla 22 y Tabla 24), pero en términos generales, el rendimiento diagndstico global del indice
kappa es mejor que las BOG para la estratificacion entre fenotipos progresivos y remitentes-
recurrentes.

Por ultimo, el uso combinado de los dos pardmetros produce una mejora de la especificidad
de ambos con una pérdida de sensibilidad, siendo mas marcado estos cambios en el

rendimiento de las BOCG.
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4.3. Estudio de las Subclases de IgG

Se determinaron en muestras de suero los niveles de las diferentes subclases de 1gG para
los distintos grupos en los que se clasificaron los casos incluidos en el estudio, a excepcion de
los SNA que no presentaban este anadlisis. También se calculd el porcentaje de cada una de las
subclases en funciéon de la IgG total para cada grupo.

Distintos trabajos han descrito que la produccion intratecal de IgG en la EM es
principalmente de tipo IgG1 e IgG3 y ademads ambas subclases son las que presentan mayor
citotoxicidad dependiente de complemento, con lo que el estudio de la distribucién de estas
subclases en los distintos perfiles evolutivos es de interés teniendo en cuenta que las formas

progresivas presenta un mayor componente inflamatorio (Di Pauli F, 2010).

Estas variables no siguieron normalidad segun la prueba de Shapiro-Wilk, por lo que los
datos se presentan en forma de mediana y rangos intercuartilicos (IQR). Las subclases se miden

en mg/mL. Los resultados se recogen en la siguiente tabla (Tabla 25):

Mediana Mediana Mediana Mediana
0, 0, 0, 0,
(1QR) % (1QR) % (1QR) % (1QR) %

Control 57 562,5(267) 51,7% 400,5(201,2) 37,1% 52,5(63,8) 50% 30,0(32,0) 2,7%
EMRR 31 490,0(206) 51,1% 383,1(223,0) 383% 52,7(442) 54% 24,0(164) 2,6%
EMPP 21 451,0(225) 504% 472,0(2155) 42,7% 66,0(29,6) 64% 19,0(184) 1,9%
EMSP 24 541,5(298) 52,4% 358,1(222,4) 353% 68,8(67,2) 66% 21,3(44,8) 1,9%

Tabla 25: Resumen del andlisis de las distintas subunidades de IgG. En la tabla se pueden observar los
datos de la cuantificacion de las subclases de 1gG expresados en mediana en mg/mL y rango
intercuartilico, ademas de su porcentaje sobre el total de 1gG en funcién de los distintos grupos

diagndsticos. Este andlisis no se realizd en el conjunto completo de los casos.

Aunque en una primera observacién se podrian sugerir diferencias en las medianas de IgG3
e lgG4 de los pacientes con EMPP y EMSP con respecto al resto de los grupos, en concreto,
encontramos niveles ligeramente mas bajos de subclase I1gG4 y niveles mas altos en la subclase
IgG3 en estos pacientes, al realizar el test de Kruskal Wallis este sélo mostré diferencias
estadisticamente significativas para 1gG4 (p=0,046). Para el resto de las variables (I1gG1, 1gG2
e 1gG3) el resultado del test de Kruskal Wallis fue p=0,128, 0,617 y 0,389, respectivamente
(Tabla 26).
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Test Kruskal Wallis p valor 0,128 0,556 | 0,617 0,160 | 0,389 0,396 | 0,046 0,088

Control-EMRR 0,093 0,438 | 0919 0,299 | 0,811 0,851 0,383 0,888

Control-EMSP 0,847 0,795 | 0,754 0,519 | 0,121 0,123 0,665 0,500

U Mann-

Control-EMPP 0,165 0,357 0,201 0,104 | 0,882 0,810 0,005 0,016
Whitney

EMRR-EMPP 0,984 0,776 | 0,234 0,536 | 0,765 0,883 0,049 0,022
p valor

EMRR-EMSP 0,131 0,211 0,844 0,097 0,103 0,153 0,900 0,442

EMPP-EMSP 0,215 0,219 0,339 0,065 | 0,241 0,237 0,130 0,211

Tabla 26: Resumen de los resultados de los test de contrastes Kruskal Wallis y U Mann-Whitney entre
las subclases de IgG. Se recogen los valores de p, considerdndose estadisticamente significativos

p<0,05.

Al analizar los grupos por pares aplicando el test estadistico U de Mann-Whitney, se
encontraron diferencias entre el grupo EMPP con el grupo control y con el grupo EMRR (Tabla
26).

Con respecto a los porcentajes de las distintas subclases de IgG frente a la cantidad total
de IgG, no se observaron diferencias estadisticamente significativas tras la aplicacion del test
de contraste de hipotesis (%lgGl, %G2, %G3 y %G4, p=0,556, 0,160, 0,396 y 0,088

respectivamente) (Tabla 26).
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4.4. Estudio de la EDSS en los distintos perfiles y su
correlacion con la progresion de la enfermedad

Para el estudio de la discapacidad en relacion con los distintos perfiles evolutivos de la EM,
se recogieron los valores de EDSS en el momento del diagnéstico del fenotipo, la cual definimos
para nuestro estudio como EDSS basal, y aproximadamente al afio desde el diagnéstico. El
numero de casos totales recogidos en la historia clinica con EDSS en el grupo de SNA fue de 5
(de los 6 pacientes del estudio), en el grupo de EMRR fue de 54 (de los 58 pacientes del
estudio), en EMSP fue de 23 (de los 24 casos) y de EMPP fue de 26 (de los 27 casos).

Los datos de EDSS basal y al afio de seguimiento se informaron como mediana y rango
intercuartilico (RIC). Se estudid la presencia de un tratamiento modificador de la enfermedad
previo a la puncién en los distintos grupos de EM y su relacion con la escala de discapacidad
(EDSS). Como comentamos al principio el 50% de los pacientes con EMSP presentaban
tratamiento, ademds de 12 pacientes con EMRR. El test de U Mann-Whitney no indicé
diferencias estadisticamente significativas entre el nivel de EDSS basal y al afio en los grupos

con EMRR y EMSP en funcién de la presencia de tratamiento modificador de la enfermedad

en el momento de la puncién lumbar (p>0,05).

Sin tratamiento previo Con tratamiento previo Empeoramiento
EDSS al afio
EDSS EDSS al n EDSS EDSS al EDSS EDSS al N (%) P valor
basal ano basal afho basal ano
SNA 5  1,50(1,8) 1,0(1,6) - - - 1,50(1,8) 1,0(1,6) 0 -

EMRR 42 1,50(1,0) 1,50(1,0) 12 1,50(2,9) 1,50(1,80) 1,50(1,1) 1,50(1,0) 4(6,9%) 0,391
EMSP 11 7,0(3,5 70(1,5 12 60(1,8) 650(0,9) 6,50(2,5) 6,50(1,5 9(39,1%) 0,011
EMPP 26 4,50(2,3) 4,50(2,3) 4,50(2,3) 4,50(2,3) 5(18,5%) 0,039

Tabla 27: Resultados del nivel de EDSS basal y al afio de seguimiento en funcién del perfil de EM y la
presencia o no de tratamiento. Los resultados se expresan en mediana y rango intercuartilico. Valor
de p, como test de contraste de hipétesis se empled el test para muestras pareadas W de Wilcoxon

para comparar los valores de EDSS basal y al afio.

En el test pareado W de Wilcoxon podemos comprobar que sélo los grupos con perfiles
progresivos (EMPP y EMSP) presentan diferencias estadisticamente significativas en el
seguimiento al afo del diagndstico, muy en concordancia con lo descrito en la bibliografia,
ademas de una correlacién directa entre estos fenotipos progresivos y valores altos en la

escala de discapacidad (Tabla 27). Estos datos también se correlacionan con el grado de
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empeoramiento en la EDSS, en el que las formas secundariamente progresivas son las que
presentan un mayor porcentaje de pacientes con un empeoramiento al afio de seguimiento

de la enfermedad (39,1%).

Para el estudio de los valores de EDSS basal entre los distintos fenotipos de la enfermedad,
se realizd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, no encontrdndose diferencias
estadisticamente significativas, pero el estudio por parejas para la EDSS basal mostré
diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos, excepto para EMSP y EMPP

(p=0,743) (Figura 33).
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Figura 33: Representacidon grafica mediante diagrama de cajas y bigotes de los valores de EDSS basal
en funcion del fenotipo diagndstico. Se representan la mediana y los percentiles 25 y 75 (cajas
coloreadas en azul); el minimo y maximo (barras de error); y los outliers (*). Se representan los valores
p entre los grupos (flechas). El Estudio y contraste de hipdtesis por parejas se realizo a través del Test
U de Mann-Whitney. En la figura se pueden observar diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos EMRR-EMSP (p=0,000), EMRR-EMPP (p=0,000), SNA-EMSP (0,001) Y SNA-EMPP (p=0,017).

Al realizar el test de Kruskal-Wallis para la EDSS al afio del seguimiento con respecto a la
EDSS basal se obtuvieron los mismos resultados (p=0,000), al realizar el analisis por parejas a
través del test U de Mann-Whitney, sélo existieron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos EMRR-EMSP (p=0,000), EMRR-EMPP (p=0,000), SNA-EMSP (0,000) Y SNA-
EMPP (p=0,012).
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4.5. Estudio de la tasa de brotes anual y de la
discapacidad asociada a eventos RAW o a PIRA en
pacientes con EMRR

En este punto se analizaron varias variables relacionadas con el empeoramiento y la
discapacidad de los pacientes respecto al valor del indice kappa, los cuales fueron la tasa de
brotes anuales, el nUmero de pacientes que alcanzaron valores de EDSS mayores o iguales a 3
y la discapacidad asociada a eventos PIRA (progresion independiente de la actividad de los
brotes) y eventos RAW (progresion asociada a la actividad de los brotes) para los pacientes
que presentaban EMRR. De los 58 pacientes estudiados, 29 presentaron diagndstico
confirmado por brote, 7 pacientes fueron diagnosticados por RMN y 22 pacientes se

diagnosticaron mediante ambos marcadores, RMN y BOC.

La tasa de recaida anual se obtuvo en los primeros cinco afios de seguimiento para aquellos
casos de evolucién larga. Para los casos de menor evolucidn, se calculé dicha tasa anual hasta
el ultimo afio de seguimiento. De los 58 pacientes incluidos en este estudio, se recogieron los
datos de las recaidas en 57 pacientes, 3 pacientes presentaron seguimiento durante sélo 2
afos, 18 pacientes presentaron seguimiento durante 3 afios, 6 pacientes durante 4 afios y 30

pacientes tuvieron seguimiento durante 5 primeros afios desde su diagnodstico.

La tasa de recaida anual media fue de 0,20 (IC95% 0,14-0,27). La tasa de recaida media por
sexo fue de 0,22 (0,09-0,35) en hombres y 0,19 (0,11-0,26) en mujeres, sin observarse

diferencias estadisticamente significativas entre ambos (p=0,890) (Tabla 28).

Edad PL diagnéstico Indice Kappa EDSS final ‘
Coeficiente
Tasa de -0,206 -0,111 0,199
3 Spearman
recaida
P valor p=0,124 p=0,412 p=0,138

Tabla 28: Estudio de correlacion de la tasa de recaida con el resto de las variables (Edad puncién
lumbar diagndstica, indice kappa y EDSS al final del seguimiento). La EDSS final es la EDSS recogida
al final del periodo de seguimiento de los pacientes, este periodo de seguimiento fue segun los

casos de 2, 3,4y 5 afios.
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Al analizar la tasa de recaidas en funcion de la edad de la puncion lumbar diagnéstica
observamos que no existe correlacién entre ambas variables, no existiendo diferencias

estadisticamente significativas entre ellas (p=0,124, coeficiente de Spearman -0,206).

Tampoco se observé correlacidn entre la tasa de recaida con el valor del indice Kappa ni

con la EDSS al final medida en el ultimo afio de seguimiento en el estudio.

Al observar el nimero de pacientes que alcanzan una EDSS superior a 3 en algin momento
del periodo de estudio, 16 pacientes presentaron una EDSS superior a 3 con una tasa anual de
recaidas media de 0,4 (0,55) frente a los 41 pacientes que no llegaron a un valor de 3 en EDSS
y presentaron una tasa de recaidas inferior de 0,0 (0,23). El test de contraste U de Mann-
Whitney confirmd la existencia de diferencias estadisticamente significativas en la tasa media
de recaidas anual entre los pacientes que llegan y los que no a un valor de 3 en la EDSS durante

el seguimiento (p=0,003).

En el estudio del aumento de discapacidad asociado a RAW y a PIRA se observé que 5 de
los pacientes presentaron empeoramiento asociado a los brotes (RAW), otros 5 pacientes
presentaron aumento de discapacidad no asociado a las recaidas (PIRA) y 6 pacientes
presentaron tanto eventos RAW como eventos PIRA. El estudio de estos pacientes se presenta
en la tabla 29.

En los resultados recogidos en la tabla 29, se puede observar cémo los pacientes que
mostraron un aumento de la discapacidad no asociada a las recaidas (PIRA), presentaron
mayores indices Kappa con respecto a los que presentaron eventos RAW y ambos eventos
RAW y PIRA. La tasa de recaida observada fue mayor en los pacientes con eventos RAW y con
ambos eventos. Mientras que los pacientes con ambos eventos presentaron un indice kappa
menor al resto de los grupos, estando en discordancia con lo esperado al resto de los grupos
que presentaban eventos RAW y eventos PIRA. También en este ultimo grupo la mediana de
edad en el momento de la puncién lumbar es inferior a la de los pacientes con eventos RAW
y eventos PIRA, la cual fue de 37,5 afios para los casos con ambos eventos frente a los 43 afios

para los casos con eventos PIRA y 40 afios para los eventos RAW.
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NO RAW/ NO PIRA RAW PIRA RAW&PIRA P valor ‘

Total casos 41 5 5 6
N2 casos Sin Tto PL 34 3 5 3 -
Con Tto PL 7 2 0 3
Edad PL Total casos 36,0(18,0) 40,0 (11,0) 43,0 (21,0) 37,5 (10,0)
diagnostico Sin Tto PL 35,5 (18) 40,0(-) 40,0 (-) P=0,317
(mediana y RIC) Con Tto PL 47,0 (22) 35,0(-) - 35,0 (-)
(ndice K Total casos 83,1(135,1) 79,47 (96,86)  123,17(208,14) 56,54 (50,65)
ce Rappa Sin Tto PL 87,3 (159,1) 101,8()  123,17(208,14) 40,2(-) P=0,345
(mediana y RIC)
Con Tto PL 79,9 (71,3) 73,6 (-) - 69,2 (-)
Tasa recaid Total casos 0,0 (0,25) 0,52(0,36) 0,12(0,26) 0,45 (0,45)
asa recalca Sin Tto PL 0,0 (0,60) 0.2 () 0,12(0,26) 0,5 () P=0,02
(mediana y RIC)
Con Tto PL 0,2 (0,20) 0,9 () - 0,4 (-)
. Total casos 1,5(1,0) 1,5 (4,3) 1,5(1,5) 2,0(1,3)
(Er'zzzi':r":a' R SinTtoPL 1,5 (1,0) 0,0 (-) 1,5 (1,5) 1,0 () P=0,717
y Con Tto PL 1,5 (1,5) 4,0(-) : 2,0()
, Total casos 1,5(0,5) 2,0 (2,0) 3,0 (2,8) 4,0 (3,8)
EDSS final .
, Sin Tto PL 1,5(0,6) 1,5(-) 3,0 (2,8) 4,0 () P=0,000
(mediana y RIC)
Con Tto PL 2,0 (0,5) 2,0 (-) - 3,0 (-)
Total casos 4/37 3/2 3/2 6/0
EDSS 3 (Si/No) Sin Tto PL 4/30 1/2 3/2 3/0 P=0,000
Con Tto PL 0/7 2/0 - 3/0

Tabla 29: Descriptiva del nimero de casos por tipo de evento (pacientes sélo con eventos RAW,
pacientes con sélo eventos PIRA, pacientes con ambos eventos RAW y PIRA o pacientes sin presencia
de ningun tipo de evento) y su relacidon con las variables: indice Kappa, edad en el momento de la
punciéon lumbar, tasa de recaida y EDSS inicial (recogida a los tres meses de tratamiento o primer brote)
y EDSS al final del seguimiento y n? de pacientes que alcanzan EDSS>3 en algin momento. Se clasificd
en funcion de la presencia de tratamiento en el momento de la puncién lumbar diagnéstica (Tto PL).
Se recogid la mediana y el rango intercuartilico (RIC). El test de contraste de Kruskal-Wallis utilizado
para la obtencidn de los datos estadisticos es el de Kruskal-Wallis, el cual analizé las diferencias

estadisticamente significativas de cada variable en funcidn de los tipos de evento.

Como comentamos anteriormente, sélo 12 pacientes con EMRR presentaron tratamiento
previo en el momento de la puncidon lumbar diagndstica, al analizarlo en funcién del tipo de
evento, 3 de estos pacientes presentaron eventos PIRA y RAW, 2 pacientes presentaron eventos

RAW y los 7 restantes no presentaron ni eventos PIRA ni eventos RAW.

Con respecto a los tratamientos recibidos en los pacientes sin tratamiento previo en el
momento de la puncidon lumbar, un 34,5% de los pacientes han presentado interferén como
primer tratamiento, seguido de un 20,7% dimetilfumarato, 12,1% cladribina, 10,3% teriflunomida
y un 8,6% natalizumab. Sélo 4 pacientes, un 6,8%, no han presentado tratamiento. En cuanto a

los tratamientos de los pacientes que presentaron tratamiento previo en el momento de la
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punciéon lumbar fueron 7 casos con interferéon, 2 casos con natalizumab, 2 casos con

dimetilfumarato y un caso con azatioprina (Tabla 30). Los resultados descriptivos de los distintos

tratamientos se recogen en la tabla 30.

N2 Eventos
Sexo Edad > EDSS EDSS
TRATAMIENTOS Indice Kappa RAW/PIRA/
(M/H) inicio TTO basal final
RAW+PIRA (Si/No)
Total (n=20) 13/7  32,0(15,0) 74,57(124,09)  0,20(0,2) 5/0/2 1,5(1,3) 2.0(1.4) 6/14
Interferén | TTO PL (n=7) 5/2 32,0(16) = 69,24(60,48) 0,22(0,7) 2/0/1 2,0(2,8) | 2,5(2,9) 3/4
(n=20) No TTO PL
( ) 8/5 36,5(17) 96,84(162,63) 0,20(0,2) 3/0/1 1,0(1,5) @ 2,0(1,0) 3/10
n=13
Total
(n-12) 6/6 | 36,0(17,0) = 63,94(109,76) 0,0 (0,0) 0/1/1 1,5(1,0)  2.0(0.9)  2/10
n=12
Dimetilfumarato | TTO PL
0/2 40,0(.) 52,96(-) 0,0(0,2) 0/0/0 1,0(-) 1,0(-) 0/2
(n=12) (n=2)
No TTO PL
6/4 35,0(15) 89,07(152,37) 0,0(0) 0/1/1 1,5(1,0) @ 1,5(1,0) 2/8
(n=10)
Cladribina (n=7) 4/3 36,0(24,0) 123,41(180,1) 0,0(0,2) 0/2/0 1,5(0,5)  2.0(2.5) 2/5
Teriflunomida (n=6) 5/1 40,5(15,0) = 91,04(175,68) 0,0(0,15) 0/0/0 1,0(1,3) @ 1.5(1.5) 2/4
Total (n=5) 3/2 33,0(23,0) 74,77(104,72 0,3(0,5) 0/0/2 1,5(2,0)  2.0(3.5) 2/3
Natalizumab  TTO PL (n=2) 2/0 39,0(-) 109,68(-) 0,3() 0/0/1 1,0(-) 2,5(-) 1/1
(n=5) No TTO PL
1/2 33,0(-) 9,64(-) 0,33(.) 0/0/1 2,0() 2,0() 1/2
(n=3)
Sin tratamiento (n=4) 2/2 . 83,44(119,89) 0,0(0,3) 0/1/0 0,5(1,0) @ 1.0(0.9) 0/4

Tabla 30: Descriptiva de los diferentes tratamientos empleados segun tipo de evento (PIRA, RAW o
ambos). Se describié en funcion del sexo, n2 pacientes con tratamiento en el momento de la puncion
lumbar (TTO PL), mediana del indice Kappa, tasa de recaida, n2 de casos en funcion del tipo de evento
(RAW, PIRA o ambos), EDDS basal a los tres meses de tratamiento o primer brote, EDSS al final del
seguimiento y n2 de pacientes que alcanzan EDSS23 en algin momento del seguimiento. Abreviaturas:
TTO PL, tratamiento en el momento de la puncién lumbar diagnéstica, No TTO PL, sin tratamiento en el
momento de la puncidn lumbar diagndstica. Las variables cuantitativas (edad inicio tratamiento, indice
Kappa, tasa de recaida se recogieron y EDSS) se recogieron como mediana y rango intercuartilico (entre

paréntesis).

Como se puede observar en la tabla 30, los 5 casos de eventos RAW registrados
correspondian a pacientes en tratamiento con interferén, mientras que el tratamiento mas
frecuente a eventos PIRA fue la cladribina en un 40% de los casos registrados (con este tipo

de evento (2 casos de los 5 casos de eventos PIRA).
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El indice Kappa se analizo al inicio del tratamiento, a excepcién de 12 casos en los que la
puncién lumbar fue posterior al inicio de la terapia. De estos 12 casos, 7 presentaban
tratamiento previo con interferdn, con un indice kappa medio de 49,79; mientras que el grupo
de pacientes con tratamiento con interferdn posterior a la puncion lumbar presenté un indice
kappa medio de 96,84. En cuanto a los 5 pacientes restantes con tratamiento en el momento
de la puncidn, 2 presentaban tratamiento con natalizumab, 2 con dimetilfumarato y uno con

azatioprina.

En el tratamiento con cladribina, los pacientes presentaban un mayor indice Kappa al inicio
de la terapia con respecto al resto de los tratamientos y un valor mayor de EDSS al final del

seguimiento.

Las mayores tasas de recaidas anuales se registraron con los tratamientos con interferéon y
con natalizumab, los cuales también presentaron una menor edad de inicio del tratamiento y

un valor de EDSS mayor al final del seguimiento.
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4.6. Correlacion del indice Kappa con el resto de las
variables en pacientes con formas progresivas

En este apartado analizamos la correlacién del indice Kappa en pacientes con EMPP y EMSP
con las variables bioquimicas consideradas a lo largo del estudio. Las variables comparadas
fueron el indice I1gG, 1gM, las distintas subclases de IgG, los niveles de vitamina D y la EDSS
basal y al afio de seguimiento. Al no seguir una distribucidon normal ninguna de estas variables
de estudio, se utiliz6 como medida estadistica el coeficiente Rho de Spearman, el cual es la
version no paramétrica del coeficiente de correlacidon de Pearson. El valor de Rho de Spearman
utiliza el rango de los datos de estudio en lugar de los valores reales, el cual resulta apropiado
para datos ordinales o intervalos de datos que no satisfagan el supuesto de normalidad. Los
valores del coeficiente van del -1 al 1, el signo nos indica la direccién de la relacién y su valor

absoluto indica la fuerza de la relacion. Los resultados se muestran en la tabla 31.

EDSS EDSS

indice Kappa indligG  indlgM  1gG1 1gG2 1gG3 IgGa

basal al afio

EMSP  Spearman

P valor 0,000 0,567 0,044 0,823 0,211 0,425 0,001 0,212 0,263
Rho de
0,870 0,119 0,375 -0,134 -0,126 0,148 0,364 -0,367 -0,280
EMPP  Spearman

P valor 0,000 0,553 0,094 0,563 0,586 0,522 0,105 0,065 0,175
Rho de
0,704 -0,074 -0,096 -0,291 -0,248 -0,281 -0,197 -0,047 -0,131
EMRR Spearman

P valor 0,000 0,583 0,620 0,126 0,179 0,140 0,212 0,735 0,344

Tabla 31: Resultados del estudio de correlacion Rho de Spearman segun los distintos fenotipos de EM.
Se compard el indice kappa en funcién del indice de IgG (ind 1gG), indice de IgM (ind IgM), indice de
IgA (ind 1gA), las distintas subclases de IgG, la vitamina D (Vit. D) y los valores de EDSS basales (EDSS
en el momento de la puncién lumbar) y la EDSS al afio de seguimiento del estudio. Se represento los

valores del coeficiente de correlacidn de Spearman, que toma valores del -1 al 1y los valores de p.

Como se puede observar en la tabla 31, tanto el indice de IgG como los niveles de la
subclase 1gG1 y de la vitamina D presentan una correlacion estadisticamente significativa con

el indice Kappa en pacientes con EMSP. Esta correlacién toma un valor con signo positivo en

113



todas ellas, siendo mas fuerte entre el indice Kappa y el indice I1gG (rho de Spearman 0,812,
p=0,000). Con respecto a la vitamina D, se observa que los pacientes con formas progresivas
presentan concentraciones mas bajas de esta vitamina, en concreto en los pacientes con EMSP
la mediana de los valores de vitamina D fue de 14,3 ng/mL (Tabla 17), ademas de medianas
mas bajas de indice Kappa (Tabla 18) con respecto a los pacientes con EMRR, presentando un
coeficiente de correlaciéon de Spearman de 0,740 y p=0,001 respecto a -0,197 y un valor de p
de 0,212 como se puede apreciar en la tabla 31.

Al comparar estos datos con la correlacién de estas variables en pacientes con EMRR y
EMPP obtenemos que sélo el indice de IgG presenta una correlaciéon estadisticamente
significativa con el indice Kappa (rho de Spearman 0,709, p=0,000 y 0,870, p=000,
respectivamente). El resto de las variables no presentaban una correlacién estadisticamente

significativa con el indice Kappa.

Al analizar los valores de la escala EDSS basal (en el momento de la puncion lumbar) y
durante el seguimiento de un afio frente al indice kappa, obtuvimos un coeficiente de
correlacién rho de Spearman de -0,271 para EMSP y -0,0367 para EMPP para EDSS basal, y -
0,244y -0,280 para EMSP y EMPP, respectivamente. Estos resultados nos indican que no existe
una correlacidn entre los valores de indice kappa y los valores de EDSS en pacientes con EMPP
Y EMSP, es decir, indices Kappa elevados no implican valores superiores en la EDSS en estos
pacientes.

En el grupo de pacientes con EMRR tampoco existié una correlacién significativa entre el
grado de discapacidad medida en EDSS frente al indice kappa, incluso se obtuvieron
coeficientes inferiores a los obtenidos en pacientes con formas progresivas (coeficiente rho

de Spearman con EDDS al inicio -0,048, p=0,735; al afio -0,131, p=0,344).
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4.7. Estudio de probabilidad de conversion a EMSP

Para estudiar la probabilidad de conversion a EMSP de pacientes con EMRR, empleamos el
analisis de las curvas de Kaplan-Meier, tanto la de supervivencia como de riesgo acumulado.
Estos pacientes estan recogidos de forma retrospectiva. Los pacientes con formas progresivas
de nuestro estudio presentan una larga evolucién de la enfermedad. Para el estudio de
supervivencia se analizé el tiempo de seguimiento en cada uno de los pacientes, en el caso de
los pacientes con formas progresivas se considera el tiempo hasta que se produce el evento
(conversién a EMSP) mientras que en los pacientes con EMRR que no convierten, es el tiempo

de seguimiento desde su diagndstico al momento actual.
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Figura 34: Representacién de la curva de supervivencia mediante el analisis Kaplan-Meier de los
pacientes con formas remitente-recurrente (EMRR) y secundaria progresiva (EMSP). En abscisa se
representa el tiempo en afos desde el diagndstico hasta su conversidon a fenotipo progresivo y en
ordenadas la probabilidad de permanecer sin progresion a secundaria progresiva. La probabilidad de
permanecer sin progresion va desde 1,0 (ningln paciente sin conversién a secundaria progresiva) a 0,0

(todos los pacientes con conversidn a secundaria progresiva).
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La mediana en una curva de Kaplan-Meier es el tiempo correspondiente a una probabilidad
de supervivencia acumulada del 50%. La mediana del tiempo de conversion de nuestro estudio
fue de 15 aios (IC95% 9,32-20,67), lo que indica que el 50% de los pacientes del estudio no han
convertido o avanzado a un fenotipo progresivo transcurridos 15 afios desde el fenotipo EMRR

(Figura 34).

Posteriormente se estudiaron las diferentes variables que han presentado diferencias
entre fenotipos remitentes-recurrentes y progresivos a lo largo de este estudio y su efecto en
la funcién de supervivencia en estos pacientes, es decir, si los distintos parametros evaluados

pueden influir en el riesgo de conversién EMSP de los pacientes con EMRR.

Previamente al estudio de las curvas de supervivencia, las variables edad en el momento
de la puncién lumbar y la EDSS, se agruparon en conjuntos acotados para mejorar su manejo
estadistico. En el caso de la edad se crearon tres grupos: un primer grupo hasta los 30 afos,
un segundo grupo de 30 a 45 afos y un tercer grupo que corresponde a casos de mds de 45
afios (Figura 35). En cuanto a la EDSS en el momento del diagndstico del fenotipo, también se
clasificé en tres grupos: un primer grupo con valores de EDSS comprendidos entre 0,0 a 2,0
(sin discapacidad o discapacidad minima); un segundo grupo con valores de EDSS
comprendidos de 2,0 a 4,5 (con discapacidad moderada) y un tercer grupo con valores de EDSS

a partir de 4,5 (con discapacidad grave) (Figura 36).
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Figura 35: Diagrama de barras en el que se representa la edad agrupada en funcién de los casos con

progresion o sin progresion a secundaria progresiva. En abscisa se representa el niUmero de casos y en
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el eje de ordenadas los grupos de edad creados (primer grupo hasta los 30 afios, segundo grupo de 30
a 45 afios y un tercer grupo de mas de 45 anos). Las barras azules representan los casos que se

mantienen con fenotipo EMRR y las rojas representan los casos que han progresado a EMSP.
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Figura 36: Diagrama de barras en el que se representa la EDSS agrupada en funcién de los casos con
progresion o sin progresion a secundaria progresiva. En abscisa se representa el nimero de casos y en
el eje de ordenadas los grupos de EDSS basal creados (primer grupo con valores de EDSS comprendidos
entre 0,0 a 2,0, segundo grupo con valores de EDSS comprendidos de 2,0 a 4,5 y un tercer grupo con
valores de EDSS a partir de 4,5). Las barras azules representan los casos que se mantienen con fenotipo

EMRR vy las rojas representan los casos que han progresado a EMSP.

A continuacion, se evaluod el efecto de las variables indice Kappa e indice de IgM, el sexo y
la presencia de otros factores de riesgo como diabetes, tabaquismo y niveles de vitamina D,
las cuales mostraron a lo largo de este estudio diferencias entre pacientes con EMSP y
pacientes con EMRR.

Para el estudio del impacto de estas variables, se realizo el test estadistico de log-Rank con
el fin de comparar las distintas curvas de Kaplan-Meier. Se considerd estadisticamente
significativo un valor de p<0,05 (Tabla 32).

El indice Kappa y el indice de IgM se analizd segun los puntos de corte calculados para
fenotipos progresivos (Tabla 20 y Tabla 22), y para la vitamina D se consideré como punto de

corte un valor por debajo de 20 ng/mL (rango de déficit de vitamina D) (Diez JJ, 2022).
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Test de contraste de

Mediana supervivencia curvas
(1C95%)

Log rank (valor de p)

Hombre: 11,0 (0,0-23,8)

Sexo : 0,458
Mujer: 15,0 (9,3-20,7)
1: ND
Grupos de edad 2: 18,0 (15,1-20,9) 0,017

3:9,0 (4,2-13,7)
NO: 10,0 (0,8-19,6)
Tabaquismo EX: 15,0 (0-29,4) 0,555
SI: 18,0 (14,4-21,6)
NO: 14,0 (4,4-23,5)

Diabetes 0,612
SI: 15,0 (10,1-19,9)
Déficit vitamina D >20: 16,0 (8,4-23,5)
0,185
Punto de corte 20 ng/mL <20:9,0,0(9,3-20,7)
0,564
Punto de corte 35,37 <35,37: 14,0 (7,8-20,2)
indice IgM <0,079: 11,0,0 (8,4-13,5) 0.657
Punto de corte 0,079 >0,079: 15,0 (8,1-21,8) '
1: ND
Grupos EDSS 2: 15,0 (0,0-38,5) 0,977

3:14,0 (7,6-20,3)
Tabla 32: Resultados del andlisis de comparacion de curvas de supervivencia. Se representa los valores
de p del test estadistico Log rank realizado para comparar la existencia de diferencias en las curvas de
progresion a EMSP de los pacientes con EMRR, en funcion de las variables edad puncién lumbar
agrupada en rangos (grupo 1: hasta 30 afos; grupo 2: de 30 a 45 y grupo 3: mas de 45 afios), sexo,
EDSS en grupos (grupo 1: EDSS de 0,0 a 2,0; grupo 2: de 2,0 a 4,5; y grupo 3: mas de 4,5 de EDSS),
déficit de vitamina D (por debajo de 20 ng/mL), tabaquismo, diabetes y los puntos de corte calculados
de indice Kappa (35,37) e indice IgM (0,079) para las formas progresivas. Se considera estadisticamente

significativo valores de p <0,05.

Se presentaron las curvas de supervivencia mediante el analisis Kaplan-Meier que muestra
la probabilidad de permanecer como EMRR y no progresiéon a EMSP de acuerdo con el punto
de corte para el indice Kappa de 35,37 y en funcidn de los rangos de edad en el momento de
la puncién lumbar, ya que esta variable fue la Unica que presenté diferencias estadisticamente

significativas (Figuras 37 y 38).
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Figura 37: Curva de supervivencia mediante el analisis Kaplan-Meier de los pacientes con EMRR, en la
gue se muestra la probabilidad de no progresion a EMSP. En la curva se muestra la probabilidad de
permanecer como EMRR o evolucionar a EMSP de acuerdo con el punto de corte para el indice kappa
de 35,37: valores por encima de 35,37 (linea azul), valores inferiores a 35,37 (linea roja). El test de

contraste log-rank no mostré diferencias estadisticamente significativas entre las curvas en funcion del

punto de corte de 35,37 para el indice kappa (p=0,564).
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Figura 38: Curva de supervivencia mediante el andlisis Kaplan-Meier de los pacientes con EMRR, en la
gue se muestra la probabilidad de no progresién a EMSP. En el eje de ordenadas de la curva se muestra
la probabilidad de permanecer como EMRR o evolucionar a EMSP de acuerdo con los rangos de edad
de la puncién lumbar; y en abscisa el tiempo de seguimiento en afios. Los rangos de edad
representados son: de 30 a 45 afios (linea azul) y de mas de 45 afos (linea roja). El test de contraste

log-rank mostrd diferencias estadisticamente significativas entre las curvas (p=0,017).

Los resultados del test de contraste sdlo encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las curvas de supervivencia en funcion de los rangos de edad en el momento
de la puncién lumbar (Figura 38), en las que podemos observar como aquellos pacientes con
una edad por encima de 45 afios en el momento de la puncion lumbar presentaron una
mediana de tiempo de conversién a formas progresivas de 9 afos frente a los 18 afos en el
grupo de pacientes comprendidos entre 30 a 45 anos. Esto nos indica que la velocidad media

a la que se produce la progresion a EMSP en este grupo de pacientes de mas edad es mayor.

En cuanto a las curvas de supervivencia de acuerdo con el punto de corte de 35,37, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los test de contrastes, tal como se
observa en la tabla 32 y la figura 37. En los pacientes con un indice kappa por debajo del punto

de corte se observa un tiempo de conversidn a secundaria progresiva menor con respecto a
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los pacientes con indice kappa por encima de 35,37 (mediana: 14 aios frente a 15 afios) (Tabla
32).

El estudio del resto de variables no indico diferencias estadisticamente significativas en los
test de contrastes. En el caso concreto de la vitamina D, hay que destacar que los pacientes
con déficit de vitamina D en nuestro estudio progresaban a secundaria progresiva en
promedio antes que los que no presentaban déficit de dicha vitamina (9 afios frente a 16

afios), tal como se puede observar en la tabla 32.

Por ultimo, se realizd el andlisis multivariante mediante la regresion de Cox, para ello se
incluyé el indice kappa junto con otras variables como el indice de IgG, indice de IgM, la EDSS
basal y la edad en el momento de la puncién lumbar. La edad en el momento de la puncién
lumbar se estudié agrupada en los rangos anteriormente mencionados, el resto se estudio

como variables cuantitativas sin categorizar segin puntos de corte ni rangos.

Los resultados de la regresidon de Cox se indican en la siguiente tabla:

IC95%
EDSS basal 0,032 2,20 1,07-4,54
Edad PL rangos 0,006 5,84 1,67-20,42
indice Kappa 0,008 1,02 1,01-1,03
indice IgG 0,837 0,981 0,82-1,17
indice IgM 0,031 0,001 0,00-0,42

Tabla 33: Resumen del analisis multivariante de Cox. Sélo la variable EDSS es estadisticamente
significativa en el modelo de regresién.PL: puncidn lumbar; HR: Hazard ratio o riesgo; 1C95%: intervalo
de confianza al 95%. A través de este modelo buscamos aquellas variables que expliquen la progresion
desde un EMRR a EMSP. Los rangos de edad en el momento de la puncidn lumbar analizados en el

modelo de Cox fueron: de 30 a 45 afios y de mas de 45 afios.

En el analisis multivariante de Cox, sélo el indice 1gG no fue estadisticamente significativo

en el modelo (p=0,837). La edad en el momento de la puncién lumbar fue la que presento un

121



mayor Hazard ratio (HR), el cual fue de 5,84 (IC del 95%: 1,67- 20,42), menor que para el indice
kappa que fue de 1,02. Esto significa que los pacientes que aumenten de rango de edad
tendran una probabilidad 5,84 veces mayor de progresion que los pacientes con un rango de
edad inferior. La EDSS basal fue la siguiente variable que presenté un mayor HR, la cual fue de
2,20 (Tabla 33).

Con respecto al indice de IgM, el HR estuvo por debajo de 1, lo cual nos indica que los
pacientes que presenten un aumento en el valor del indice de IgM tendran una disminucién
de la probabilidad de progresar a EMSP, dato que difiere con los resultados obtenidos
anteriormente, en el que los pacientes con EMSP presentaban valores de indice de IgM mas

elevados con respecto a los pacientes con EMRR (Tabla 18).
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4.8. Algoritmo de clasificacion de Ilas formas
progresivas de las remitentes

A lo largo de este trabajo de Tesis, se han evaluado los valores del indice Kappa y de las
distintas variables de interés en la patologia y su relacién como marcador de progresion de la
enfermedad, con la finalidad de desarrollar un posible algoritmo de clasificacién de los
subtipos progresivos con el objetivo de que sea de utilidad en la practica clinica. Con este
algoritmo, se ha pretendido orientar al clinico acerca del prondstico del paciente a fin de
establecer y definir un tratamiento modificador de la enfermedad de forma tempranay el mas
adecuado a la situacién de cada individuo afecto, con el propdsito de minimizar la
acumulacién de dafio neurolégico y de discapacidad en estos pacientes a lo largo de la historia
de su enfermedad, ya que es unos de los principales factores que menguan la calidad de vida
de estos pacientes.

En la siguiente lista grafica se resumen los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo
de las principales variables en las que se han observado diferencias entre fenotipos EMRR y

EMPP vy las referencias de las tablas donde estan recogidos estos datos.

EDAD PL (Mediana): EMRR=37,8 afios; EMPP= 51 afios; EMSP= 46,4 (Tabla 13) >
(Tabla 15)

SEXO (Recuento): EMRR= 35 mujeres vs 23 hombres (ratio 1,5); EMPP= 17 mujeres vs 10

hombres (ratio 1,7) EMSP= 16 mujeres vs 8 hombres (ratio 2) (Tabla 13) - p>0,05 (Tabla 15)

Vitamina D: EMRR=21,55 ng/dL; EMPP= 16,30 ng/dL; EMSP=14,30 > (Tabla 17).

EDSS BASAL: EMRR=1,50; EMPP=4,5; EMSP=7,0 -> P<0,05 (Tabla 27).
% de empeoramiento al afo: EMPP=18,5%; EMRR=6,9%; EMSP=39,1% (Tabla 27)

-

indice Kappa (Mediana): EMRR=83,11; EMPP= 33,58; EMSP=51,75 (Tabla 18)
indice de IgG (Mediana): EMRR=0,75; EMPP= 0,68; EMSP=0,63 (Tabla 18)
indice de IgM (Mediana): EMRR=0,08; EMPP= 0,09; EMSP=0,09 (Tabla 18)

indice de IgA (Mediana): EMRR=0,32; EMPP= 0,29; EMSP=0,28 (Tabla 18)

Subclase 1gG4: EMRR=24,0 mg/mL; EMPP= 19,0 mg/mL; EMSP=21,3 mg/mL (Tabla 25)
- (Tabla 26).

Figura 39: Resumen de los principales resultados obtenidos durante el estudio entre pacientes con
EMRR y EMPP. Las variables incluidas han mostrado diferencias entre ambos fenotipos. Se muestra el
recuento de casos en funcion del sexo y los datos en medianas para la edad en el momento de la

punciéon lumbar (PL), la EDSS basal, la vitamina D, indice kappa, indices de 1gG, de IgM y de IgA y la
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subclase IgG4. También se indica la referencia de la tabla donde estdn recogidos esos resultados y los

valores de p.

Para la elaboracion de un algoritmo de clasificacion entre subtipos progresivos (EMPP y
EMSP) y remitentes-recurrentes, se empled un modelo de regresion logistica multivariante, el
cual incluyd las variables que habian presentado diferencias estadisticamente significativas
entre ambos fenotipos a lo largo de este trabajo. Estas variables incluidas para la realizacidon
del modelo fueron: la edad en el momento de la puncién lumbar diagnéstica, la EDSS basal,
los niveles de vitamina D, la concentracién de la subclase de 1gG4 y el indice Kappa segun el
punto de corte calculado para fenotipos progresivos de 35,37 (Figura 32 y 39). El indice de IgG,
el indice de IgA, el indice de IgM y el sexo, aunque a la vista mostraban diferencias en sus
valores medios entre ambos subtipos, estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas y, por ello no se incluyeron en la realizacién del modelo de regresién.

El modelo de regresidn logistica sigue la siguiente ecuacion:

In P/1-P = BO + B1 * X1 + B2 * X2 +...

En primer lugar, se analizd la presencia de valores atipicos a través de la prueba estadistica
de Tukey, el cual toma de referencia el rango intercuartilico (RIC). Un valor atipico extremo es
aquel que esta a 3 veces la distancia de RIC. Con ello obtuvimos 4 valores atipicos que no
fueron excluidos para el modelo de regresion ya que, tras comprobacion de estos valores, no
se trataban de un error analitico y, aunque podian distorsionar ligeramente el resultado,

daban mayor valor al estudio.

Otro punto importante que tuvimos en cuenta es que, debido al tamafo de la cohorte de
casos (pacientes con EMPP y EMSP), tuvimos que ajustar el nimero de variables del modelo
para evitar problemas de sobreajuste. Segun el criterio de Feinstein este debe ser igual o
superior 20 casos por variable (Peduzzi P, 1996), aunque en otros estudios es valido un
numero mayor de 10 casos por variable. En principio para nuestro modelo, lo ideal es un
maximo de 4 variables.

La construcciéon de la ecuacién del modelo logistico se realizé paso a paso mediante
eliminacion regresiva bajo el criterio de eleccién del test estadistico de contraste, los cuales

fueron el test de Wald y el test de la razén de verosimilitud. Ambas pruebas permiten

124



establecer qué variables introducidas son importantes para explicar la probabilidad de que un

paciente presente un fenotipo remitente-recurrente o un fenotipo progresivo.

Segun los resultados de la regresion logistica, sélo la vitamina D no fue estadisticamente
significativa y no aparece en el modelo de regresion final. En nuestro modelo observamos que
por cada afio de incremento de la edad en el momento de la puncién lumbar diagnéstica, la
probabilidad de desarrollo de un fenotipo progresivo se incrementa en 0,130. En cuanto a la
EDSS basal, cada aumento en un punto en la escala de discapacidad incrementa la
probabilidad de que el paciente presente EMPP en 2,067 en el modelo de regresién (Tabla
34). Mientras que el indice Kappa segun el punto de corte de 35,37 y los niveles de IgG4
presentan un efecto protector para el desarrollo de un fenotipo progresivo con odds ratio
menores de 1. En concreto, los pacientes que presentan un indice Kappa superior a 35,37

presentan una disminucién de la probabilidad de desarrollar un fenotipo progresivo de 2,632.

La ecuacién del modelo resultante fue la siguiente:

InP/1-P=-9,582 + 0,130 * Edad PL + 2,067 * EDSS basal- 0,045* IgG4- 2,632 *(indice Kappa <35,37)

Para la elaboracién del modelo logistico, se calcularon los coeficientes de determinacion R de
Nagerlkerke y R de Cox y Snell para poder estimar en qué grado las variables independientes
del modelo podian explicar la varianza de la variable dependiente. El R?> de Cox y Snell es un
coeficiente de determinacién generalizado que se utiliza para estimar la proporcion de
varianza de la variable dependiente explicada por las variables predictoras. Su valor fluctia
entre 0 y 1, pero en la practica no llega a 1. El R? de Nagelkerke es una transformacién del
R de Cox y Snell que corrige la escala del estadistico para cubrir el rango completo de 0 a 1
(Hair J, 2010). En nuestro modelo, el R cuadrado de Cox y Snell es de 0,634, lo que significa
gue las variables empleadas explican el 63,4% de la varianza de la variable independiente que

es la progresién de la enfermedad (Tabla 34).

Los resultados de la regresidn logistica se resumen en la siguiente tabla:
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VARIABLES Coeficiente Beta OR (1C95%)

"EdadPL 0130 1,139 (0,984-1,318)
EDSS basal 1,982 7,904 (2,413-25,896)
IgG4 -0,040 0,956 (0,916-0,998)
indice Kappa <35,37 -2,632 0,072 (0,002-2,282)

R2 Nagelkerke= 0,859; R2 Cox y Snell=0,634
Test Hosmer-Lemeshow p=0,291
Sensibilidad=0,95 (1C95 0,89-1,0); Especificidad= 0,96 (0,89-1,00)
Tabla 34: Resumen modelo regresién logistica para la clasificacion entre EMRR y EMPP. Las variables
explicativas que presentaron diferencias estadisticamente significativas (valor p<0,05) fueron la edad
en el momento de la puncidn lumbar (PL) y el valor de EDSS basal. El coeficiente beta es el coeficiente
de regresion, el cual nos indica el nimero de unidades que aumentara o disminuira la probabilidad de
clasificar a los pacientes con EMPP. La OR (odd ratio) corresponde al valor exponencial de beta y
cuando su valor es mayor de 1 nos indica que un aumento de la variable explicativa aumenta la
probabilidad de que ocurra el evento (en nuestro caso, la presencia del fenotipo EMPP). El R2 de
Nagelkerke y el R? Cox y Snell corresponden a los coeficientes de determinacion. El test de Hosmer-
Lemeshow nos indica si nuestro modelo esta calibrado, es decir, que se ajusta la probabilidad predicha

con la observada (p>0,05).

El ajuste del modelo o calibracién se realizé con la prueba de Hosmer-Lemeshow. La
calibracion se refiere al grado en que la probabilidad predicha coincide con la observada,
para ello, la prueba de Hosmer-Lemeshow debe presentar un valor de p>0,05. El otro
aspecto para valorar es la capacidad de discriminacidon del modelo, que es el grado en que el
modelo distingue entre individuos en los que ocurre el evento y en los que no ocurre, la cual
se determina mediante el area bajo la curva ROC. Nuestro modelo presenta una buena
discriminacidn y calibracién, obteniendo un AUC de 0,979 y una significancia estadistica en el

test de Hosmer-Lemeshow p=0,291 (Tabla 34 y figura 40).
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Figura 40: Curva ROC de los valores predichos por el modelo para la clasificacidon de pacientes
con EMPP y pacientes con EMRR. La linea trazada desde el punto con coordenadas 0.0, 0.0

al punto con coordenadas 1.0, 1.0 corresponede a la linea de referencia.
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5. DISCUSION

El curso de la EM es variable teniendo diferentes fases, las cuales se clasifican en funcién
de las recaidas, en las que los pacientes suelen experimentar posteriormente una
recuperacién parcial o completa, y de una progresién de la disfuncion irreversible del sistema

nervioso central (Wolinsky JS, 2003).

Actualmente son dos los fenotipos de formas progresivas de EM, la forma primaria
progresiva, que comienza sin recaidas previas, afectando aproximadamente entre el 10 al 15%
de los pacientes con EM, y la EMSP, que comienza con un curso de enfermedad recurrente-
remitente evolucionando hacia un fenotipo progresivo en el trascurso de los 10-15 anos desde
el inicio de la enfermedad.

En general, los subtipos de EM se caracterizan por una acumulacién gradual de
discapacidad neuroldgica, que es independiente de las recaidas en el caso de las secundarias
progresivas, y que queda verificada después de la evidencia en un afio de la existencia de
progresién clinica documentada mediante la medida de EDSS, tanto determinada de forma
retrospectiva como prospectiva (Thompson AJ, 2018). En ambos casos, las formas progresivas,
tanto EMPP como EMSP, suelen manifestarse a edades mas avanzadas, en torno a los 40 afnos.

El diagndstico de estos fenotipos generalmente se retrasa ya que es compleja su
determinacién debido a los sintomas poco claros con los que a veces se manifiestan (Kingwell
E, 2010). Muchos factores clinicos y radiolégicos se han relacionado con la progresion y el
pronéstico de la EM, como la discapacidad, |a tasa de recaidas anual y los parametros de RMN
(las lesiones T1 hipointensas y la atrofia cerebral medida como pérdida de volumen) (Wattjes
MP, 2015). Junto a estos, muchos biomarcadores en LCR se han propuesto para el diagndstico
de estos perfiles, en particular la presencia de bandas oligoclonales de I1gG (BOCG), las cuales
se han introducido en los ultimos criterios diagndsticos para EM de McDonald de 2017, como
un biomarcador que puede equipararse en importancia a la diseminacion en el tiempo, en los
casos en los que no exista evidencia de ella en RMN. Por otra parte, la presencia de bandas
oligoclonales de IgM lipido-especificas en el momento del diagndstico, se ha relacionado con
una peor evolucién de la enfermedad (Villar LM, 2005). Sin embargo, esta técnica presenta
varias limitaciones analiticas, como son el tiempo de duracién de la técnica, la especializacion

del personal técnico y la subjetividad en la interpretacion de los patrones.
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Esto ha llevado a analizar otros posibles biomarcadores especificos y sensibles, que ayuden
no sélo al diagndstico clinico de la EM, sino también que ayude a un enfoque terapéutico
adecuado, con el objetivo de disminuir o minimizar la progresion de la enfermedad.

En este contexto, la cuantificacion de las CLL kappa (CLLk) en LCR se ha propuesto como un
biomarcador prometedor para el diagndstico de esta enfermedad. Ademads, este interés
creciente se ha apoyado principalmente en la disponibilidad de ensayos viables vy
automatizables con un coste mas asequible y menos dependiente del observador, como son
la turbidimetria y la nefelometria. Articulos de reciente publicacion proponen, el uso clinico
del indice Kappa en lugar de la determinacién de CLLx de forma aislada, como un marcador
gue presenta una mayor precision diagndstica, con una menor tasa de resultados falsos
positivos y ademds contempla la integridad de la barrera hematoencefélica (Ramsden DB,
2017).

Si bien hay numerosos estudios que avalan que las BOC de IgM lipido especificas estan
asociadas con un peor prondstico de la EM, aun existen pocos estudios que evaluen el valor
del indice kappa como posible marcador de la progresion de la enfermedad. Algunos trabajos
como el de Rathbone (Rathbone E, 2018), han evaluado la utilidad de las de CLL kappa en LCR
en el momento de la puncién lumbar como predictor de |la progresion de la enfermedad a los
5 afos del diagndstico, en una cohorte de 50 pacientes con EMRR y 20 con EMPP. De los
escasos estudios encontrados en los que se evalua el indice kappa en cohortes con fenotipos
progresivos, encontramos el trabajo de Vecchio (Vecchio D, 2019) y el de Rosenstein
(Rosenstein 1, 2021). El estudio de Vecchio sugiere que el indice kappa puede presentar
utilidad como un marcador cuantitativo para predecir la discapacidad temprana en la EM tras
un estudio en el que se incluyeron 5 casos con EMPP (Vecchio D, 2019).

En esta linea nuestro interés en esta tesis ha sido evaluar la utilidad del indice Kappa como
predictor en las formas progresivas de EM, estableciendo distintos valores de corte que nos
permitan llegar a una estratificacion de los distintos fenotipos en base a los puntos obtenidos.
También se han estudiado la intervencidn de diferentes factores demograficos, clinicos y
paraclinicos como posibles factores de riesgo para el desarrollo de estas formas progresivas,
como son la edad avanzada, el sexo, los niveles bajos de vitamina D, la obesidad, la presencia
de otras comorbilidades y el tabaco.

Debido a las caracteristicas de estos pacientes, la principal limitacidn de nuestro estudio es

el bajo tamafio muestral por varios motivos:
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- Estos fenotipos de la enfermedad son mas infrecuentes (en particular hablamos de
la EMPP).

- Requieren tener variables durante largos periodos de seguimiento.

- EI LCR en estos fenotipos (sobre todo la EMSP) se suele recolectar en el momento

del diagndstico de la enfermedad y no cuando han evolucionado.

- El impacto de las terapias modificadoras de la enfermedad, las cuales pueden

retrasar la evolucion a formas secundariamente progresivas.

5.1. Caracteristicas de la cohorte de pacientes

Analizamos un total de 278 pacientes, divididos en grupo control con 163 pacientes y un
grupo de casos con 6 pacientes con SNA y 109 pacientes con EMCD, que a su vez estd
subdividida en un subgrupo con EMRR, con 58 casos, un subgrupo con EMSP, con 24 casos,

y un subgrupo con EMPP, con 27 casos.

Los casos con formas progresivas (grupo EMSP y grupo EMPP) representan una media de
edad mayor en el momento de la PL diagndstica (46,4 afios para EMSP y 51,4 afios para
EMPP) respecto a las formas de EMRR (37,8 afios). Estos resultados estdan en consonancia
con los hallazgos recientes, en los que se observa que la transicion de la fase remitente-
recurrente a la fase progresiva en la EM suele ocurrir en torno a la quinta década de la vida
(Zeydan B, 2020) y, en pacientes con EMPP, en el que se ha descrito una edad de comienzo
en torno a 40 afios (Povedano B, 2019; Rice CM, 2013). En la EM, la reserva estructural del
sistema nervioso central disminuye tanto por el envejecimiento propio del paciente como
por los propios mecanismos asociados a la enfermedad, lo que confluye en un efecto
sinérgico de senescencia celular. Por lo tanto, el envejecimiento es también factor clave en

el empeoramiento de la discapacidad (Zeydan B, 2020).

En nuestra cohorte patolégica de estudio, se observd una mayor frecuencia de mujeres
con respecto a hombres, siendo la relacion de mujeres/hombres de 1,5 para EMRRy 2y 1,7
para los grupos EMSP y EMPP, respectivamente. Este dato respecto a EMPP no esta en
concordancia con los estudios publicados hasta la fecha, en los que la evidencia indica que
la EMPP ocurre de manera mas homogénea tanto en hombres como en mujeres. En nuestro
caso, es probable que el bajo nimero de casos con EMPP en el estudio no refleje los datos

actuales confirmados por distintos estudios. En el caso concreto de las formas secundarias
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progresivas, en algunos estudios se ha visto una proporcién ligeramente mas alta en el sexo
masculino, asocidandose este sexo con un desarrollo mas rapido a este tipo de perfil evolutivo
(Scalfari A, 2013; Koch M, 2010)(Fambiatos A, 2020). En nuestro estudio encontramos el
doble de pacientes de sexo femenino que masculino y, ademads las mujeres presentan una
edad media mayor en el momento de la puncién con respecto a los hombres (47,7 afios
frente a 43,8 afos, respectivamente). Se ha observado que el sexo femenino es mds
propenso a recaidas que el masculino y es posible que esta mayor actividad de recaidas

retrase el diagndstico de EMSP en mujeres (Kalincik T, 2013).

El grupo control esta formado por 163 pacientes, con una media de edad de 49,9 afios y
una proporcion de mujeres/hombres similar al resto de los grupos con EM. Tras el estudio de
la presencia de comorbilidades, se ha observado que este grupo control presenta una mayor
frecuencia de comorbilidad, como son un mayor nimero de pacientes con diabetes con

respecto a los demas grupos.

El nUmero de pacientes en el grupo EMRR fue superior con respecto al resto de los grupos
con EM, con un total de 58 pacientes que representaron el 50,9% de los casos. Esta cifra es
ligeramente inferior a la frecuencia media de este fenotipo en la poblacién, el cual ronda el
85% de los enfermos con EM. Esto se debe a que la inclusion de los casos no fue aleatoria sino
escogida de forma que pudiéramos tener cohortes equiparables en la medida de lo posible en
cada uno de los grupos de estudio. Este hecho enriquecid nuestra cohorte de pacientes con
EMPP y EMSP, que representaron un 23,7% y un 21,05% respectivamente, del total de
pacientes con EM. Los individuos con SNA fueron minimos (6 pacientes), dato que se ajusta al
nuevo concepto establecido para estos pacientes en los nuevos criterios de McDonald 2017,
en los que la inclusién de las BOCG, pueden sustituir el requisito de la diseminacién en el
tiempo y con ello se realiza el diagndstico clinicamente definido de EM siempre que se cumpla

los criterios de diseminacién en el espacio (Thompson AJ, 2018).

5.2. Estudio de los factores de riesgo

Se han estudiado diversos factores ambientales que estan asociados con el riesgo de
desarrollar EM. Entre los que presentan mayor evidencia estan el virus Epstein-Barr, la
deficiencia de vitamina D, la obesidad y el tabaquismo. En esta tesis, hemos incluido estos

factores de riesgo y la presencia de diversas comorbilidades como la diabetes y las
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enfermedades autoinmunes previas como variables de riesgo para el estudio de los fenotipos
progresivos de la EM. De todas las variables estudiadas en nuestra cohorte, sélo el déficit de
vitamina D ha mostrado diferencias estadisticamente significativas en los grupos con formas
progresivas, siendo esta diferencia mas acentuada entre los pacientes con EMRR y los
pacientes con EMSP, teniendo siempre en cuenta que Espafia es un pais con una alta
prevalencia de deficiencia en vitamina D (Navarro C, 2014). El papel inmunomodulador de la
vitamina D se ha documentado abundantemente en los ultimos afios, involucrando a las
diferentes categorias de linfocitos By Ty varias citocinas, ademas de funciones a nivel del SNC
(Rolf L, 2014; Sandberg L, 2016; Pierrot-Deseilligny C, 2017) y es a través de estos mecanismos
por los que interviene en el desarrollo de EM. Lo expuesto en el estudio de Sandberg, muestra
una asociacion entre las concentraciones bajas de vitamina D y un mayor dafio axonal a nivel
del SNC (Sandberg L, 2016), siendo compatible esta mayor carga de lesién axonal con la
presente en los fenotipos progresivos. No obstante, los resultados pueden presentar ciertos

sesgos de seleccidn al no poder excluirse otras causas de niveles bajos de vitamina D.

Con respecto al tabaco, aunque los resultados no fueron concluyentes, si que se observo
un mayor numero de ex fumadores de lo esperado en los pacientes con EMPP. Diferentes
estudios observacionales han asociado el consumo de tabaco como un factor de riesgo de
desarrollo de EM, pero el papel del tabaco como factor de progresidon es mas controvertido,
los resultados publicados son contradictorios y presentan gran variabilidad, lo que ha
dificultado establecer una conclusién firme al respecto (Arruti M, 2015). También se ha
incluido como factor de riesgo el tabaquismo pasivo (Nourbakhsh B, 2019). Un reciente
estudio llegd a la conclusion de que la irritacién pulmonar por inhalacién del humo de los
cigarrillos es el mediador de la asociacidn entre el tabaquismo y el riesgo de EM, hecho similar
a otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, en las que la irritacion
pulmonar puede desencadenar respuestas inflamatorias y autoinmunidad (Brownlee WJ,
2017). Siguiendo con este dato, la presencia de fumadores en funcién de la presencia de
enfermedades autoinmunes previas en nuestra cohorte fue de 9 fumadores y dos ex
fumadores del total de pacientes con enfermedades autoinmunes previas (24 casos). De estos
24, 8 presentaban EM y de estos, un 50% eran EMPP, con diagndstico concomitante de
enfermedad de Graves, trombocitopenia autoinmune, artritis reumatoide y sindrome de

Sjogren (Tabla 16). Aunque las pruebas estadisticas no reflejaron ningun tipo de asociacion
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debido al bajo nimero de pacientes.

Con el resto de las comorbilidades, encontramos diferencias estadisticamente significativas
con la presencia de diabetes y la presencia de anticuerpos séricos frente al VEB vy al
Citomegalovirus. Un reciente estudio longitudinal publicado este ultimo afio, mostré una
fuerte y clara evidencia entre la seroconversién por el virus de Epstein-Barr y el desarrollo de
EM en una amplia cohorte de sujetos jévenes, en la que 955 sujetos desarrollaron EM en un
periodo de estudio de 20 aios (Bjornevik K, 2022). La reproducibilidad de estos resultados no
se observa en nuestra cohorte ya que en su mayoria son pacientes de muchos anos de
evolucién y, por tanto, en el momento de su diagndstico la determinacién de este virus no era
un marcador que se precisase como ahora. Por tanto, no contamos con todos los andlisis de

estos casos.

5.3. Evaluacion de la sintesis intratecal en pacientes
con formas progresivas

Como podemos observar en la tabla 18, todos los fenotipos de EM presentan valores de la
mediana de CLL kappa, indice Kappa y resto de indices significativamente mas elevados con
respecto al grupo control. También presentan positividad de las BOCG con respecto al grupo
control, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los casos con EM vy el
grupo control, a excepcidn del indice de IgA que sdlo presentd diferencias entre el grupo EMRR
y el grupo control. Este ultimo dato coincide con un estudio publicado en los ultimos afios, en
el que se hallé un mayor porcentaje de pacientes con EM que presentaban sintesis de IgA
intratecal, especialmente pacientes con SNA que desarrollaron posteriormente EMRR (Mufioz

U, 2022).

Al estudiar los valores de las CLL kappa, el indice Kappa, indice de IgG e indice de IgM en Ia
cohorte de paciente con EM, observamos valores mas bajos de la mediana en las formas

progresivas y valores ligeramente mas altos de indice IgM en estos fenotipos.

Estos niveles mds bajos de CLL kappa e indice kappa observados en pacientes con formas
progresivas con respecto a los pacientes con EMRR y SNA, coinciden con lo publicado por la
Dra. Rosenstein y su equipo en el afio 2021. En este articulo, se analizé el indice kappa en una

cohorte de 161 pacientes con EMRR, 19 pacientes con EMPP Y 23 con EMSP, a las que se
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realizé la determinacidn de las CLL kappa. Los pacientes con EMPP presentaron una mediana
de indice Kappa de 33,2, muy similar al obtenido en nuestra cohorte de 33,58, aunque los
pacientes con EMSP presentaron una mediana de 25,5 muy inferior a la obtenida en nuestros

pacientes, la cual fue de 51,75 (Rosenstein 1, 2021).

Entre los distintos fenotipos, no encontramos diferencias estadisticamente significativas en
el indice Kappa entre el conjunto de las formas progresivas (EMSP y EMPP) con el grupo de
EMRR (p=0,053). A simple vista, las diferencias en los niveles de CLL kappa y los diferentes
indices en funcion del fenotipo podria implicar que inicialmente hay una produccidon
acentuada de inmunoglobulinas a nivel intratecal, sobre todo en las formas remitentes-
recurrentes y que esta produccion es menor en las formas progresivas. Estos niveles de CLL
mas moderados en estos pacientes podrian estar relacionados con un menor nimero de
lesiones cerebrales activas, siendo mds frecuente las placas latentes o inactivas en EM
progresiva, segun se desprende de algunos estudios (Frischer JM, 2015). Al analizar las
distintas variables en los fenotipos progresivos, observamos que las formas EMPP presentan
en general una menor dispersion de los datos con menor amplitud en el rango intercuartilico,
principalmente en el indice Kappa e indice IgG; mientras que en el caso de las formas
secundarias progresivas existe una mayor dispersién en el indice Kappa, que nos muestra que

hay pacientes con valores mas elevados a diferencia de las formas primarias progresivas.

En nuestro estudio, la produccién de CLL en todos los subtipos seria predominantemente
de tipo IgG, aunque las IgA e IgM también contribuirian a la concentracion total de CLL en LCR,
tanto de CLL kappa como lambda, las cuales estas ultimas no estan incluidas en el estudio. En
el estudio de Rathbone y su equipo, encontraron que una baja proporcién entre CLL Kappa/
Lambda en LCR en el momento de la puncién lumbar diagndstica se ha relacionado con
mayores puntajes en la EDSS. Los datos de este estudio planteaban la posibilidad de que la
propagacion del repertorio de anticuerpos comenzaba por el uso predominante de CLL k,
conduciendo posteriormente a una mezcla de ky A, el cual estaria involucrada en la progresién

de la enfermedad (Rathbone E, 2018).

A medida que avanza la progresién y se produce una mezcla de ambas CLL, se produciria a
su vez sintesis de IgG e IgM (Ayoglu B, 2013; Rathbone E, 2018), hecho que nos sugiere ese
incremento de IgM y la mayor tasa de positividad de las BOCG en nuestra cohorte de pacientes

con formas progresivas, ademas de una disminucion en las concentraciones de CLL kappa.
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Segun la bibliografia, las CLL retroalimentarian este proceso, ya que son capaces de unirse
a los antigenos y a la inmunoglobulina completa, produciendo un aumento de su afinidad
especifica, lo que se conoce como fendmeno de hipermutacién somatica, siendo conocido
este efecto como una parte activa de los mecanismos patogénicos de las enfermedades

inflamatorias crénicas (Basile U, 2017).

En nuestro analisis también hemos observado en la formas remitentes-recurrentes una
mediana ligeramente mds alta de indice IgA con respecto a las formas progresivas, mientras
gue en las formas progresivas existe un incremento del indice IgM como hemos mencionado
anteriormente. En distintos articulos ya se ha relacionado la presencia de BOC de IgM con una
progresién mas rapida de la enfermedad y con puntuaciones altas en la Escala Ampliada del
Estado de Discapacidad (Mandrioli J, 2008; Villar LM, 2001; Villar LM, 2005), que podria
explicar dichos niveles mas altos de indice IgM en nuestra cohorte de pacientes con fenotipos

progresivos, los cuales también presentan puntajes mas altos en la EDSS.

En el caso concreto del grupo con SNA, nos encontramos con un grupo minoritario de
pacientes que no se puede clasificar como EMCD con los criterios actuales y que presentan
rangos de valores de indice Kappa y CLL kappa muy amplios y dispersos, como ya se observa
por sus respectivos rangos intercuartilicos. Al analizar la presencia de BOCG en estos seis
pacientes, sélo cinco presentaban bandas oligoclonales positivas. Coincide que estos cinco
pacientes con BOC positivas muestran niveles mas altos de CLL kappa e indice Kappa con una
mediana de 7,93 y 155,65, respectivamente; frente a niveles de 0,28 y 3,54 en el caso con BOC
negativas, lo que nos sugiere que estos 5 pacientes presentan un riesgo mas elevado de
conversiéon a EMCD segun los datos obtenidos previamente en nuestro laboratorio (indice
Kappa>10,62). Es necesario llevar a cabo en un seguimiento de estos individuos para poder

iniciar un tratamiento temprano y prevenir el dafio neuroldgico al inicio de la enfermedad.
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Analisis de los puntos de Corte

El punto de corte obtenido para el indice Kappa mediante curvas ROC para el diagndstico
de EMRR fue de 9,045, ligeramente mas bajo al empleado en el laboratorio de 10,62, el cual
fue publicado y validado por la Dra. Menéndez (Menéndez-Valladares P, 2019). El punto de
corte calculado para EMPP fue de 8,792, el cual difiere ligeramente al punto de corte de los
pacientes con EMRR (Tabla 20). Estas diferencias podrian ser debidas al propio valor promedio
del indice Kappa en los pacientes con EMPP, ya que presenta un valor de la mediana inferior
al grupo de pacientes con EMRR, el cual fue de 33,58 frente a 83,11 (Tabla 18). Ademads, como
podemos observar en la figura 31, la mayor parte de los pacientes con EMPP estdn
concentrados en valores de indice kappa por debajo de 100, mientras que los pacientes con
EMRR presenta un mayor numero de pacientes con valores de indice kappa igual o superior a
100. Esto puede sugerir que en los estadios iniciales de la enfermedad hay un importante
aumento de las CLL que son las principales responsables de las lesiones y el proceso
fisiopatoldgico subyacente de la enfermedad. Mientras que en fenotipos progresivos desde
el principio (EMPP) o desarrollados a posteriori (EMSP) hay una clara disminucién del
componente monoclonal expresado por el descenso de las CLL kappa y un aumento de la IgM
gue podria guardar relacién con el aumento del componente inflamatorio caracteristico de
estas entidades, debido a una acumulacion lenta de células T y B en el tejido conectivo

cerebral (Lassmann H, 2019).

Hay que destacar que en la literatura hemos encontrado escasas publicaciones que realicen
estudios del indice kappa en cohortes con fenotipos progresivos y ninguna que estime un
punto de corte 6ptimo entre los pacientes con EM que ayude a orientar al clinico sobre la

progresion de la enfermedad.

El articulo de la Dra. Rosenstein, mencionado anteriormente, incluyd pacientes con
fenotipos progresivos, obtuvo un punto de corte diagndstico para el indice kappa de 4,6 con
una sensibilidad de 0,96 y una especificidad de 0,87, excluyendo a los pacientes con SNA
(Rosenstein I, 2021). Un punto de corte inferior al calculado para EMRR de 9,045, el cual
también presentd un excelente rendimiento diagndstico con una sensibilidad algo inferior de

0,89 y una especificidad superior de 0,92.

En cuanto a los articulos que analizan el indice Kappa mediante el uso de la turbidimetria

para las CLL kappa, siendo la misma técnica empleada en este estudio, encontramos varios
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puntos de corte para el diagndstico de EM, pero ninguno que incluya fenotipos progresivos.
Entre estos estudios, los valores de corte propuestos por la Dra. Sanz de 3,045 o el de la Dra.
Gudowska de 9,4, presentaron sensibilidades de 97,78% y 96% y una especificidad de 86,29%
y 68%, respectivamente (Sanz CT, 2021; Gudowska M, 2020). En comparacidon con estos
trabajos, nuestros puntos de corte en funcidén de los distintos fenotipos presentan muy

buenos rendimientos diagndsticos en términos generales.

En cuanto al valor de corte éptimo del indice Kappa estimado para la diferenciacién entre
las formas progresivas y las formas con EMRR, el cual fue de 35,37, presentd un peor
rendimiento diagndstico con respecto al calculado para el diagndstico de EM, con una
sensibilidad del 49% y una especificidad del 79%. Esta eficacia diagndstica mejora
significativamente con el uso combinado de las BOCG, como podemos observar en los
resultados. Este menor rendimiento diagndstico es debido a la propia distribucidn del indice
kappa entre los pacientes con ambos cursos evolutivos, en los que se observa cierto
solapamiento de casos a niveles de indice kappa bajos y medios como hemos mencionado

anteriormente (Figura 31).

Al aplicar este punto de corte para la caracterizacion de los pacientes con EMPP,
obtenemos una ligera mejora de la sensibilidad del 52% y un empeoramiento de la
especificidad del 79%, con una OR de 4,12; es decir, la probabilidad de que un paciente con
EM presente un fenotipo de primaria progresiva es 4,12 veces superior si presenta un nivel de
indice Kappa inferior a 35,37 (Tabla 22). Con estos resultados llegamos a la conclusion de que
el uso del indice kappa como prueba para la estratificacién de los perfiles evolutivos es util,
siendo adecuado su inclusién en algoritmos de decisién junto con otros marcadores para
apoyar el diagnéstico de estos fenotipos.

Con respecto al indice IgG, el punto de corte fue de 0,575, con una sensibilidad y
especificidad del 77% y 86%, una exactitud diagndstica aunque bastante aceptable fue inferior
al obtenido por el indice kappa (sensibilidad de 0,88 y especificidad superior de 0,91), dato

gue ya se ha ido corroborando en diferentes publicaciones (Senel M, 2019; Vecchio D, 2020).

El punto de corte para el indice IgM también se calculd para las formas progresivas, aunque
la eficacia diagnodstica no fue tan buena como las anteriores, con una sensibilidad de 65% y
una especificidad del 60%. A pesar de este menor rendimiento, tanto el grupo con EMSP como

con EMPP fueron los que presentaron un mayor porcentaje de pacientes con valores de indice
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de IgM superiores a 0,079. En un estudio donde se relacioné el indice IgM con la progresion
de la EM, encontraron que la mayoria de los sujetos con indices de IgM superiores a 0,2
presentaban principalmente curso de EMSP y EDSS mayor de 6,0, ademads en los pacientes con
indice IgM aumentados tenian mds lesiones espinales y el tiempo de conversidon a EMSP se

correlaciond con los valores del indice IgM (Ozakbas S, 2017).

Otro punto a tener en cuenta es que, en nuestro estudio y en otros mencionados como el
de Rosenstein, no se observaron diferencias de estas variables en funcién de la presencia de
tratamiento previo. Es plausible pensar que este hecho en los pacientes con EMSP puede
modificar de algun modo la sintesis intratecal de CLL al llevar largos periodos de evolucién con
distintos tratamientos. Lo que si que sacamos en conclusién es que es necesario poder
clasificar al inicio entre ambos cursos de la enfermedad y, que el indice Kappa se presenta
para ello como un marcador mas especifico y ligeramente mas sensible que el indice IgG o de

Tibbling-Link.

Analisis de la eficacia diagndstica de BOCG en las formas progresivas

Como se ha descrito en el epigrafe de los resultados, las BOC de IgG en lineas generales

presentaron una eficacia diagndstica similar al indice Kappa en los distintos fenotipos.

Se ha estudiado el papel de las BOC en la progresién de la enfermedad, aunque los
resultados han sido controvertidos. Estudios como el de Avasarala y Cross encontraron que
los pacientes que presentaban menores valores en la EDSS presentaban un bajo nimero de
bandas oligoclonales de IgG, respecto a los que tenian valores altos en la EDSS (Avasarala JR,
2001), aunque en nuestro caso el niumero de BOC no fue recogido. En nuestro estudio, la
mediana en la EDSS fue de 3 en los pacientes con BOCG positivas frente a un puntaje medio
de 2 en la EDSS en los pacientes con BOCG negativas. Ademas, el subtipo EMSP fue el que
presentd menores tasas de negatividad, el 100% de los pacientes con este fenotipo
presentaron BOC IgG positivas, ademds de un mayor porcentaje de pacientes con un

empeoramiento al ano de seguimiento.

La presencia de BOC en LCR indica una actividad inflamatoria crdnica dentro del SNC, que
persiste a lo largo de la evolucién de la enfermedad y es una caracteristica diagndstica de la
misma (Franciotta D, 2008). Segun la bibliografia, las BOC son positivas en alrededor del 87.7%

de pacientes con EM y en el 68% de pacientes con SNA (Dobson R, 2013). Segun nuestra
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cohorte, este porcentaje de positividad en general para EM fue del 93,57%. Estudios también
asocian las BOC con un aumento de los niveles de actividad de la enfermedad y discapacidad
(Avasarala JR, 2001; Joseph FG, 2009), un mayor riesgo de segundo ataque y una mayor
probabilidad de conversién de un SNA a una EMCD, es decir con el diagndstico (Zipoli V, 2009).
La ausencia de BOC se ha relacionado con un mejor prondstico de la enfermedad (Fransen N,
2021),aunque también otros estudios no llegan a las mismas conclusiones (Lourenco P, 2013),
aun asi no se ha demostrado esta tendencia debido a que existen diferencias en la distribucién
de células B en la EM, responsables de la produccién de inmunoglobulinas de las BOC

(Bashford-Rogers RIM, 2018).

En un estudio realizado por la Dra. Villar, que incluyd 39 pacientes con EMPP y 25 con EMSP,
todos mostraron un patrén positivo de BOCG en LCR. En el caso de las formas primarias
progresivas, encontraron bandas oligoclonales de IgG tanto en LCR como en suero, compatible
con una respuesta de IgG sistémica. La presencia de BOC de IgM anti-lipido especifica no
estuvo presente en ningun paciente con EMPP, pero si en el 60% de los pacientes con EMSP

(Villar LM, 2009).

En esta tesis no se incluyd la determinaciéon de BOC de IgM por limitaciones técnicas, pero
como hemos ido comentando, la sintesis de IgM intratecal calculada como indice IgM se ha

relacionado con un curso mas agresivo de EM.

Hay que tener en cuenta de que todos los célculos para la determinacidon de sintesis de IgM
en LCR parecen tener una sensibilidad bastante mas baja pero presentan una especificidad
mayor en comparacion con la deteccion de BOC de IgM, la cual se considera la técnica

estandar por su mayor sensibilidad (Zeman D, 2020).

El uso combinado de las BOCG y el indice Kappa para la estratificacidon entre pacientes con
EMRR y pacientes con fenotipos progresivos no mejord la sensibilidad de cada una de las
técnicas en contraste a su empleo de forma aislada, aunque se aprecié una ligera mejora de
la especificidad para el indice kappa y un aumento significativo de la especificidad para las
BOCG, ambas empleadas de forma aislada. Existen en la literatura algunos algoritmos
propuestos que combinan el uso del indice kappa y las BOCG, como el Valencia-Vera y su
equipo, el cual con un punto de corte para el indice Kappa de 2,91 obtuvo una sensibilidad de

89,19% y una especificidad del 84,71% (Valencia-Vera E, 2018), rendimientos muy buenos y
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similares a los nuestros, con una ligera pérdida de especificidad y un aumento de la
sensibilidad del indice Kappa al emplearlo de forma combinada, que lo hace un biomarcador

eficaz y vdlido para el cribado de esta enfermedad.
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5.4. Estudio de las Subclases de IgG

El estudio de las subclases de inmunoglobulina G concluyé con diferencias relevantes en
los valores de la subclase 1gG4 tal como recogen los resultados estadisticos (Tabla 26), el cual
presentd diferencias estadisticamente significativas entre las formas primarias progresivas y
el grupo control y el grupo EMRR. Al analizar detenidamente las medianas, nos encontramos
niveles medios mas bajos de IgG4 y mas altos de la subclase 1gG3 en las formas progresivas
con respecto a la remitente-recurrente. En el caso concreto del fenotipo EMPP, este presentd
a su vez niveles medios mas altos de 1gG2 y mds bajos de IgG1 con respecto al resto de los
fenotipos. Como sabemos, la citotoxicidad dependiente del complemento es mediada
principalmente por las subclases IgG1 e 1gG3, y en menor medida por la IgG2. Esto nos sugiere
que la progresiéon puede ser un mecanismo mediado hasta un cierto grado por el
complemento, tal como apunta algunos articulos como el de Tatomir y su equipo (Tatomir A,
2017). En su estudio encontraron niveles altos de C3 del complemento en LCR en pacientes
con EMPP, ademas de una correlacidn significativa entre el aumento de los niveles de factor
H (factor inhibidor de c3b) y C3 con la progresiéon de la enfermedad en pacientes con EMRR a

EMSP (Tatomir A, 2017).

Segun distintos trabajos, la produccidn intratecal de IgG en EM es principalmente de tipo
IgG1 e IgG3 y se relaciona con la presencia de células B maduras y blastos plasmaticos (Kaschka
W, 1979; Di Pauli F, 2010), en nuestro caso debemos tener en cuenta que nuestras medidas
fueron realizadas en suero y no en LCR como los estudios citados, ya que tras varios intentos
por parte de la casa comercial Binding Site de disminuir el limite de deteccién de la técnica
para hacerlo apto para LCR, al final no fue posible cuantificar los niveles en este tipo de
muestra. Los pacientes con EM presentaron concentraciones medias mas bajas de IgG1 y mas
altas de 1gG3 en comparacién con el grupo control en nuestra cohorte de estudio, no sabemos
con certeza si estas relaciones son reproducibles a nivel intratecal. Un reciente estudio
publicado en 2022, ha estudiado el papel de la I1gG3 en la patogénesis de la EM, ya que
describe que la sintesis de IgG intratecal en la EM se asocia con un aumento de polimorfismos

de un solo nucleétido en el gen de la cadena pesada de 1gG3 (Kennedy PGE, 2022).

Lo m3ds relevante son los bajos niveles de 1gG4 en suero en las formas progresivas y mas

aun en EMPP. Curiosamente, las moléculas IgG4 son propensas a la disociacion de sus

142



cadenas pesada vy ligera, esto hace pensar que la IgG4 pueda competir con otras
subclases por la unién al antigeno, bloquear la activaciéon del complemento y ser un
mecanismo que contrarreste la respuesta inmune humoral (van der Zee J, 1986;
Rispens T, 2009; Valenzuela NM, 2018). Lo que nos sugiere que esta disminucién de
IgG4 en estos fenotipos unido a lo comentado anteriormente haga que se potencie la

actividad del complemento y la correspondiente respuesta inflamatoria.

Se conoce que las distintas subclases muestran diferencias sustanciales en su capacidad de
mediar las respuestas efectoras, lo que contribuye a la actividad variable de los
anticuerpos a los distintos antigenos en funcién de su interaccion a los receptores Fc.
Tenemos interés en un futuro de estudiar la asociacién entre la progresiéon de la EM
con los niveles de inmunoglobulinas 1gG4 y su relacion con el sistema del

complemento.
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5.5. Estudio de la EDSS en los distintos perfiles
evolutivos

La medicion de la progresiéon de la discapacidad es una tarea dificil ya que ocurre
lentamente, varia significativamente entre pacientes, cambia la frecuencia en el tiempo y
abarca varios tipos diferentes de funciones neurolégicas. El empeoramiento de la puntuacion
de la EDSS debe sostenerse durante un tiempo determinado de 3 a 6 meses (Rudick RA, 2010).
En nuestro estudio, realizamos un seguimiento al afo. En un estudio realizado en 2015, se
mostré que un empeoramiento sostenido durante periodos mas largos, entre 12 a 24 meses
mejoré la precision de la medicidn de la progresion y que un empeoramiento sostenido en
menos tiempo (de 3 a 6 meses) probablemente sobreestime la acumulacién de discapacidad

permanente hasta en un 30% (Kalincik T, 2015).

Las formas progresivas, tanto de EMPP como de EMSP, se caracterizan por puntuaciones
mas altas en la EDSS, a diferencia de las formas EMRR y SNA, como podemos comprobar en
nuestros resultados (Tabla 27). Una vez que comienza la fase progresiva, la acumulacién de
discapacidad basada en las recaidas en la forma de inicio remitente-recurrente, da a la forma
secundaria progresiva un punto de partida mas alto de discapacidad con respecto a la forma
primaria progresiva (Paz MM, 2015). Este hecho se observa en los resultado de nuestro
estudio (Tabla 27), en el que el fenotipo EMSP presenta una mediana en la EDSS mas alta al

inicio (6,50), que la forma EMPP (4,50).

Al comparar los puntajes en funcion de la presencia de tratamiento modificador de la
enfermedad, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes. En
teoria, las terapias que modifican la enfermedad pueden tener un impacto positivo en la
discapacidad, previniendo recaidas sintomaticas y actividad subclinica asintomatica (Kantarci
OH, 2019) y con ello una mejora en la EDSS, pero no lo vemos reflejado en nuestro estudio

(Tabla 27).

En un metaanalisis de 2017, se describe como la eficacia de las terapias modificadoras era
menor en pacientes mayores en comparacién con pacientes jévenes, lo que probablemente
refleje la disminucién de las recaidas en los jovenes y el aumento de la EM progresiva con la

edad (Weideman AM, 2017). También debemos tener en cuenta que ningun paciente con
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fenotipo EMPP presentaba tratamiento en ese momento, ya que el primer tratamiento

efectivo para este perfil fue el ocrelizumab, aprobado por la FDA en 2017.

En cuanto al andlisis pareado entre los valores de la EDSS basal y los valores de EDSS al afio,
solo los fenotipos progresivos presentaron diferencias estadisticamente significativas al afio
aproximadamente de seguimiento, lo cual se correlaciona con el hecho de que una vez
alcanzada la fase progresiva de la enfermedad, se produce un deterioro continuo debido a la
desmielinizacién, la pérdida de oligodendrocitos, el dafio axonal, la gliosis astrocitica, la lesidn
oxidativa crénica y la acumulacién de hierro dependiente de la edad. El envejecimiento del
sistema nervioso por la edad media de estos pacientes es un factor clave para esta cascada de

procesos (Lassmann H, 2011; Mahad DH, 2015).

Estos resultados también concuerdan con un mayor numero de pacientes con formas
progresivas que presentan un empeoramiento en la EDSS durante el seguimiento. Algunos
estudios como el Gasperi, han analizado la asociacién entre el empeoramiento de la
discapacidad en la EM con la sintesis de IgG intratecal en pacientes de nuevo diagndstico de
EMRR y SNA, encontrando un mayor riesgo de empeoramiento de la EDSS a los 4 afios con
una mayor produccién de IgG en LCR (Gasperi C, 2019). En otro articulo publicado en 2021,
refuerza el valor pronéstico de las BOC en LCR y su asociacidon con medianas mas alta en la

EDSS (Ben Noon G, 2021).
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5.6. Estudio de la tasa de brotes anual y de la
discapacidad asociada a eventos RAW o a PIRA en
pacientes con EMRR

Nuestros resultados mostraron una tasa anual de recaidas ligeramente mas alta en
hombres que en mujeres (0,22 frente 0,19), aunque esta ligera diferencia no fue
estadisticamente significativa, como evidencian varias publicaciones en las que se ha asociado
el sexo femenino con una mayor frecuencia de recaidas o brotes y con ello a un retraso en la
progresién a EMSP (Kalincik T, 2013; laffaldano P, 2021). En nuestro caso, la EDSS al final del
seguimiento no se correlacioné con el nUmero de recaidas, pero si se observd que esta tasa
era mayor en un alto porcentaje de pacientes que alcanzaron una EDSS mayor de 3 en algun
momento del seguimiento. Algunos estudios no encontraron hallazgos del impacto de las
recaidas en la progresion de la discapacidad a largo plazo (Cree BA, 2019), pero otros estudios
si han mostrado que altas tasas de recaidas, particularmente durante el tratamiento, es un

indicador de mal prondstico a largo plazo (Jokubaitis VG, 2016).

Nuestros datos mostraron que en pacientes con EMRR, PIRA es el que contribuye en mayor
medida a la acumulacion de discapacidad, como podemos observar en un mayor nivel de EDSS
final con respecto a RAW, aunque este empeoramiento también se debe significativamente a
las recaidas clinicas en los casos en los que se producen ambos eventos, obteniendo en
conjunto un mayor numero de pacientes que alcanzan una EDSS final mayor de 3. Estos
resultados estan en linea con estudios previos en los que se sugiere que RAW solo contribuye
parcialmente en lugar de contribuir por completo a la acumulacién de discapacidad
irreversible en pacientes con este fenotipo (Chen B, 2022). También debemos tener en cuenta
la edad de los pacientes en el momento del diagndstico, ya que como podemos observar en
nuestros resultados, los pacientes con eventos PIRA presentaban una edad de inicio mayor
gue los que presentaron eventos RAW. En estudios previos se ha demostrado que los
pacientes con una edad de inicio mayor son mas vulnerables a la acumulacidn de discapacidad
después de varias recaidas, mientras que los que presentan una edad menor presentan una
mejor recuperacion tras los brotes con un déficit neurolégico menor (D’Amico E, 2018;

Guillemin F, 2017).
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Los pacientes con PIRA presentaron niveles mas altos de indice kappa con respecto a los
RAW vy los que presentaron ambos eventos (RAW/PIRA). Este resultado coincide con un
reciente estudio publicado en 2023, en el que el indice Kappa fue significativamente mayor en
pacientes con eventos PIRA, con una mediana de 148,5, frente a la obtenida en este trabajo
que fue de 123,17 (Rosenstein |, 2023). Este valor mas elevado de indice Kappa coincidié con
una menor tasa de recaidas y con una mayor edad en el momento que se confirmé el
diagndstico (36 afios PIRA frente a 24 aiflos RAW). Al realizar la correlacion de Spearman entre
la tasa de recaida con las variables indice Kappa y edad de diagndstico, se evidencid una
relacién inversa en ambas correlaciones (coeficientes de Spearman: tasa recaida vs. indice
kappa de -0,111 y tasa de recaida vs. edad diagndstico de -0,206), aunque no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, posiblemente debido al bajo tamafio muestral y al

efecto de los diferentes tratamientos previos en estos pacientes.

Esta relacidon inversa entre el indice Kappa y la tasa de recaidas es llamativa y resulta
discordante ya que las recaidas corresponden a una inflamacién activa en el SNC que estan
asociadas a la disfuncion de los linfocitos T o B a nivel periférico y el indice Kappa es un
indicador de la sintesis intratecal de inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B. Muchos
autores sugieren que el desarrollo de neurodegeneracion crénica va mas alla de los brotes y
gue existen otros mecanismos que pueden ser la base del acumulo de discapacidad. La
disfuncién de la inmunidad innata en el SNC, por los astrocitos y microglia/macréfagos, puede
tener un papel esencial en el inicio del deterioro neurolégico (Reich DS, 2018), pudiendo
desembocar en eventos PIRA. Mientras que la contribucién de los linfocitos B y T a nivel
periférico va disminuyendo y limitdndose al SNC, lo que conduce al inicio de la fase progresiva.
En esta misma linea, el estudio realizado por Gasperi et al, observd una asociacién entre la
sintesis de IgG intratecal y un mayor riesgo y un tiempo mas corto de empeoramiento de la

discapacidad en pacientes con EMRR (Gasperi C, 2019).

Al analizar los tratamientos previos al inicio de la enfermedad, observamos que el
interferdén fue el farmaco mas empleado (34,5%) y el que presentd una mayor tasa de recaidas
al igual que el Natalizumab, pero este ultimo fue empleado en menor proporcién, en sélo un
8,6% de los pacientes. En ambos tratamientos, los pacientes presentaron una edad de inicio
en el tratamiento menor al resto de pacientes con otros tratamientos. Al analizar mas

detenidamente los pacientes que presentaron tratamiento con natalizumab, nos
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encontramos que dos de los tres pacientes registrados presentaban tratamiento en el
momento de la puncién lumbar, con un nivel medio de indice kappa de 109,68 y una edad de
39 aiios, frente a los que no presentaron tratamiento en dicho momento cuyo indice kappa

fue de 9,64 y una edad media de 33 afios.

Los interferones también se asociaron a los eventos RAW registrados y 2 de los 6 eventos
RAW/PIRA. Estos resultados no concuerdan con algunos ensayos, en los cuales se ha
observado que el tratamiento con natalizumab redujo significativamente la tasa anualizada
de recaidas y la actividad de RMN durante 2 afios en ensayos de fase lll cuando se administré
como monoterapia o en combinacidon con interferén B-1a (IFNB) (Bates D, 2012). En otro
ensayo ademas, natalizumab mostré una reduccién del riesgo de progresién sostenida
(Polman CH, 2006). En un estudio retrospectivo, donde se comparé la eficacia del natalizumab
frente al interferon betala durante 12 meses de tratamiento, se observd una tasa de recaida
anual con natalizumab de 0,24 frente a 0,55 que presentd el interferdn beta, mostrando una
reduccion de EDSS mas significativa en los pacientes con natalizumab con respecto al
interferdn (Lanzillo R, 2012). Nuestro resultados difieren con lo expuesto, exhibiendo una tasa

de recaida con interferén de 0,2 y de 0,3 para natalizumab, con niveles mas altos de EDSS final.

En cuanto a la relacién del tratamiento con el indice Kappa, los valores mas altos de indice
Kappa se encontraron en pacientes en tratamiento con cladribina (123,41), en los que 2 de los
7 pacientes con este tratamiento presentaron eventos PIRA, y en los pacientes con
tratamiento con teriflunomida (indice Kappa de 91,04). Estos pacientes presentaron ademas
edades al inicio del tratamiento ligeramente mayores con respecto al resto y también
menores tasas de recaidas. Elindice Kappa en estos pacientes fue medido de forma previa al
inicio del tratamiento. Actualmente, la cladribina se recomienda para los casos de EMRR muy
activa definida mediante caracteristicas clinicas o de imagen (Mavenclad® ficha técnica), lo
gue nos sugiere que estas formas de EMRR mas activas pueden ser compatibles con un
aumento de la sintesis intratecal de inmunoglobulinas en estos pacientes y, por consiguiente,
con un mayor indice kappa. A pesar de nuestro bajo nimero de pacientes, nuestros datos
(tabla 30) concuerdan con diversos estudios y ensayos, los cuales han confirmado los efectos
beneficiosos del tratamiento con cladribina a largo plazo sobre la tasa de recaida (Giovannoni

G, 2021; Pfeuffer S, 2022).
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5.7. Correlacion del indice Kappa con el resto de las
variables en pacientes con formas progresivas

Como ya hemos indicado en los resultados, sélo encontramos correlaciones
estadisticamente significativas entre el indice Kappa con el indice IgG, niveles de subclase IgG1
y niveles de vitamina D en pacientes con EMSP. Todas estas correlaciones fueron directas y
positivas. La correlacién mas fuerte se produjo entre el indice Kappa y el indice IgG, lo cual
estd en concordancia con el aumento de la produccion local de IgG generado por
plasmablastos y células plasmaticas en LCR (Puthenparampil M, 2018) y las altas tasas de
positividad de BOCG encontradas en las formas progresivas, sobre todo en EMSP que fue del
100%. Esta produccion de inmunoglobulina G, seria directamente proporcional a la subclase
IgG1, la cual es la mayoritaria en EM junto con la IgG3 y se relaciona con la presencia de células

B maduras y blastos plasmaticos como mencionamos anteriormente (Di Pauli F, 2010).

Con respecto a la correlacion positiva y significativa del indice kappa con los niveles de
vitamina D en las formas progresivas, el déficit de vitamina D se asocia con un mayor riesgo
de EM y, en nuestros resultados las formas progresivas presentaban niveles medios mas bajos
con respecto al resto de los grupos (Tabla 17), a su vez el indice Kappa presentaba niveles
medios mas bajos a moderados en los fenotipos progresivos con respecto al resto de
fenotipos. En esta misma linea, la posibilidad de utilizar la vitamina D3 activa como parte del
tratamiento en estos pacientes podria tener una repercusion positiva en su evolucién, ya que
numerosos estudios han descrito hallazgos significativos en la terapia con vitamina D y un
mejor control de la EM, debido al efecto neuroprotector e inmunomodulador de la misma

(Deluca GC, 2013; de Oliveira LRC, 2020).

En cuanto a la falta de correlacion del indice Kappa con la EDSS basal, algunos estudios
como el de Nazarov concuerdan con nuestros hallazgos al no encontrar una correlacién
estadisticamente significativa entre la sintesis CLL kappa y la EDSS, pero si se correlaciond
negativamente con el grado de atrofia cerebral y, esta a su vez también presentd una
correlacién significativa con la EDSS (Nazarov V, 2018). Otro estudio si observé una correlacion
estadisticamente significativa entre la EDSS y los niveles de CLL kappa en pacientes con SNA
en el momento de la puncién lumbar y una correlacidn menor en pacientes con EM vya

diagnosticada (Makshakov GS, 2017). Aun asi no encontramos estudios en la literatura que
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estudien esta correlacion en cohortes con EMPP y EMSP para poder comparar nuestros

resultados.

5.8. Estudio de probabilidad de conversion a EMSP

En nuestra cohorte obtuvimos una mediana de conversion a EMSP de 16 afios de evolucion
con un aumento exponencial importante a partir de los 15 afios de evolucion, tiempo que
corresponde con los datos obtenidos de la bibliografia existente, la cual describe que esta
transicidn de fase remitente-recurrente a secundaria progresiva ocurre segun el curso natural
de la enfermedad aproximadamente a los 15 afios, entre los 11 a los 19 afios después del inicio

del tratamiento (Amato MP, 2000; Confavreux C, 2000; Confavreux C, 2003; Cree BA, 2016).

Al estudiar las distintas variables y su efecto en las curvas de supervivencia, sélo
encontramos diferencias estadisticamente significativas en la edad en el momento de la
puncidn lumbar diagndstica, ya que los pacientes con rangos de edad por encima de 45 afios
presentaron tiempos de conversién menores con respecto a los que presentaban rangos de
edad entre 30 a 45 afios, 9 anos frente a 18 afios. En el modelo de riesgos proporcionales de
Cox la edad presenté un HR de 5,84, lo que significa que la probabilidad de conversién fue
5,84 veces superior en los pacientes con edades superiores a 45 afios. La EDSS basal mostré
un HR de 2,20. En algunos estudios previos, la EDSS inicial estuvo presente en el modelo final
de Cox como una variable importante para explicar el aumento del riesgo de conversidn, junto
con otras variables como son la edad de inicio, el sexo y el nimero de recaidas previas
(Fambiatos A, 2020; laffaldano P, 2021). En ambas publicaciones, la puntuacién en la EDSS
presentd un HR de 1,30 y 1,50 respectivamente, mientras que en nuestros resultados el HR

fue superior, con un valor de 2,20.

En cuanto a la edad, varios estudios la consideran uno de los mejores indicadores de
conversion a EMSP vy, junto con la duracién de la enfermedad, se ha ido confirmando que la
aparicién de EMSP es una funcion del tiempo (Skoog B, 2014; Scalfari A, 2016). Estos
resultados muestran que el envejecimiento presenta un papel crucial para explicar los
mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes que conducen al inicio de la progresion en la EM

(Kantarci OH, 2019).
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La curva de supervivencia en funcién del sexo masculino no presentd diferencias
estadisticamente significativas en el test de contraste, por lo que no se incluyé en la regresion
de Cox. Existen otros estudios que si encuentran diferencias y las incluyen como factores de
riesgo de progresion. Aun asi, observamos una mediana de progresion en el sexo masculino
menor que en el sexo femenino, 11 afios frente 15 afos, respectivamente. Como
mencionamos al principio, se ha relacionado el sexo femenino con una mayor frecuencia de
recaidas y que esto podria conllevar un retraso en la progresién a EMSP, aunque distintos
estudios han relacionado un mayor nimero de recaidas previas durante la fase remitente-
recurrente como un factor de riesgo de progresion (Hughes J, 2018; laffaldano P, 2021), otros
estudios sin embargo, no han encontrado tal asociacidn entre las recaidas y el riesgo a EMSP
(Scalfari A, 2010; Manouchehrinia A, 2019). Debido a que los pacientes con EMSP de nuestro
estudio presentaban una larga evolucién de afios, sélo obtuvimos informacion de la tasa de
recaidas recogida en la historia clinica en los pacientes con EMRR. En los casos de EMRR no
encontramos relacion entre la tasa de recaidas anual y el empeoramiento en la EDSS, ni
tampoco se hallé diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de recaidas y el
sexo. Lo que si que evidenciamos y anteriormente hemos comentado, es el efecto de la edad
en el aumento de la discapacidad independientemente de las recaidas, ya que en los pacientes
con EMRR y con eventos PIRA la edad de diagndstico fue mayor con respecto a los pacientes

con eventos RAW en los que la tasa de recaida fue mayor.

Con respecto al marcadores bioquimicos analizados, tanto el indice kappa como el indice
de IgM presentaron significancia estadistica en el modelo de Cox. En el caso del indice de IgM,
su HR fue inferior a 1, indicando que un aumento en el indice de IgM disminuiria la
probabilidad de progresién a EMSP. Debemos tener en cuenta que los distintos indices fueron
obtenidos en el momento en el que se encontraban en dicho fenotipo y no al comienzo de la
enfermedad como punto de partida. En la bibliografia, no encontramos a dia de hoy ningun
estudio que incluyera estos parametros para poder comparar nuestros resultados y sacar

conclusiones.

Las comorbilidades estudiadas en las curvas de supervivencia no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. En un estudio realizado por Misicka, la cual incluyd las
comorbilidades estudiadas en nuestro trabajo mds otras como el cancer o los trastornos

neuroldgicos, encontraron que el cancer fue el factor prondstico mas fuerte y la falta de
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asociacién del resto de patologias coincidieron con nuestros resultados, aun asi se evaluaron
la presencia de las mismas al inicio de la EM y no a lo largo de la vida como si hicimos en

nuestra cohorte (Misicka E, 2020).

Recientemente, Lorscheider y colaboradores propusieron una definicién objetiva de EMSP
basada en la aplicaciéon de un algoritmo a las evaluaciones de puntuacion EDSS registradas
longitudinalmente en una plataforma de bases de datos (Lorscheider J, 2016), aunque la
mayoria de los estudios encontrados se basaron en cohortes clinicas en las que la definicién
de EMSP se basé en el juicio subjetivo de los neurdlogos, como es en nuestro caso. Aun asi
nuestro estudio permite estimar asociaciones entre determinados predictores y el riesgo de

progresién que estd en concordancia con la literatura hallada.

5.9. Algoritmo de clasificacion de las formas
progresivas de las remitentes

El algoritmo desarrollado en esta tesis pretende, que una vez realizado el diagndstico segun
las recomendaciones y protocolos clinicos, ser una herramienta de apoyo para las formas
progresivas, permitiendo detectarlas y, sobre todo prever que pacientes son progresivos
desde el inicio (EMPP) y cuales alcanzardn la progresién en menos tiempo desde EMRR con el
fin de proponer tratamientos mds eficaces desde el principio en funcién de la evolucién
prondstica del paciente a través del algoritmo. Por lo tanto, este modelo de prediccion que

planteamos representa una herramienta de utilidad para el clinico en la practica diaria.

Tras estudiar las distintas variables y su relacion con las formas progresivas, tanto en EMPP
como EMSP, el modelo final de regresién incluyé como factores de prediccidon el puntaje en la
EDSS basal, el indice Kappa segun el punto de corte calculado para fenotipos progresivos de
35,37, la edad en el momento de la puncién lumbar y, en menor medida, la subclase 1gG4.
Como hemos ido observando en nuestros resultados, la mayoria de los estudios encontrados
coinciden en que, tanto la edad como la EDSS, son factores prondsticos para el desarrollo de
un fenotipo progresivo. La edad tiene un papel crucial para explicar los mecanismos
subyacentes de estos fenotipos. El envejecimiento presenta un impacto en la respuesta del
sistema inmunoldgico a nivel del SNC, lo que conlleva a una recuperacién limitada y a una
neurodegeneracion independiente del nimero de recaidas clinicas, como hemos mencionado

previamente (Hickman S, 2018; Kantarci OH, 2019; Chen B, 2022). Este aumento de la edad de

152



inicio se ve reflejado en un aumento de las puntuaciones EDSS. Ambas variables son

relevantes, formando parte del modelo diagndstico propuesto.

En cuanto a la subclase IgG4 en el modelo y su efecto como factor protector (OR 0,96) para
el desarrollo de un curso progresivo como podemos observar en la tabla 34, es necesario mas
estudios que evidencien tal efecto y su relacién con el sistema del complemento en estos

fenotipos.

El indice kappa también presentd un efecto protector para el desarrollo de fenotipos
progresivos en niveles por encima del punto de corte estimado de 35,37. A lo largo de este
trabajo, hemos observado el potencial de este biomarcador en el diagnédstico de los distintos
fenotipos de EM, siendo un reflejo del estado de la sintesis intratecal de anticuerpos en el SNC
de estos pacientes. Es necesario mds estudios que evallen este parametro y su utilidad en los

fenotipos progresivos.

El modelo presentd una buena eficacia diagndstica, con una sensibilidad de 0,95, una
especificidad de 0,96 y un AUC de la curva ROC de 0,979. Aunque el nimero de casos con
EMPP no es muy elevado debido al bajo porcentaje de pacientes que desarrollan este fenotipo
(en torno al 10-15% de los pacientes con EM) sumado a la baja incidencia de la enfermedad
en si, hay que tener en consideracidn que obtener muestras de pacientes en diversos estadios
de la enfermedad no es usual, pero es lo que da valor a este estudio. Los resultados obtenidos,
utilizando el algoritmo desarrollado, deben ser validados con cohortes de mayor tamafio y /o
nuevas que reproduzcan la capacidad predictiva observada y aumente la potencia estadistica
de este tipo de modelos con la posible incorporacién de mas biomarcadores con el fin de

trasladarlo a la practica clinica diaria.
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CONSIDERACIONES FINALES

Como hemos ido estudiando a través de esta tesis, la diferentes respuestas autoinmunes
pueden resultar con el tiempo en un mecanismo general de neurodegeneracién y una falta de
mecanismos contra reguladores dependientes de la edad. Los procesos patolégicos
subyacentes a la EM progresiva son mas complejos e incluyen una variedad de vias diferentes.
Varias de estas vias estan presentes, tanto en la EM recidivante como en la progresiva, y las

diferencias entre ambos fenotipos son mas relativas que absolutas.

Las células B contribuyen de manera importante a los procesos inflamatorios crénicos en
la patogénesis de la EM. Las bandas oligoclonales de inmunoglobulina G se encuentran en
el LCR de mas del 90% de los pacientes con EM, lo que apunta a una producciéon de
anticuerpos intratecal. Esta sintesis local de anticuerpos muestra heterogeneidad a lo largo
del curso de la EM, como hemos ido corroborando a lo largo de nuestro estudio. Nuestros
resultados sugieren un aumento inicial del repertorio de anticuerpos con CLL tipo kappa a
expensas de inmunoglobulina G y que a medida que avanza la progresion se produce una
mezcla de CLL kappa y lambda con sintesis de IgG e IgM. Lo cual vemos reflejado en los
distintos indices, principalmente en el indice Kappa, y las distintas subclases de IgG que hemos

ido estudiando.

Esta tesis nos ha dejado varias lineas por investigar y que seria de interés incluirlas en
futuros estudios, como son los niveles bajos de la subclase 1gG4 y su relacién en la regulaciéon
del complemento en pacientes con EMPP, y también esta misma asociacidn con la presencia
de sintesis intratecal de IgM, Esto apunta a la evidencia de un mecanismo inflamatorio
compartimentado en la EM progresiva, tal como sugiere distintos estudios y que seria

importante indagar (Serafini B, 2004; Choi SR, 2012).

Otra linea de investigacion que nos ha ido conduciendo esta tesis es el efecto de los eventos
PIRAy RAW en la progresién de los pacientes con EMRR y su relacion con el indice Kappa. Esta
nueva perspectiva de la progresidén nos abre la puerta a un cambio y una mayor comprension

de estos fenotipos.
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CONCLUSIONES

Las siguientes conclusiones se han desarrollado en base a los resultados del estudio:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los pacientes con fenotipos progresivos presentan una mayor edad media con
respecto a los pacientes con fenotipos remitentes-recurrentes, el porcentaje de
mujeres en las formas progresivas es mayor a lo encontrado en la literatura, con
valores de indice IgG, CLL kappa e indice kappa mas moderados con respecto al grupo
EMRR, y valores altos en la escala de discapacidad (EDSS).

Los pacientes con formas progresivas (EMPP y EMSP) presentaron concentraciones
mas bajas de 25-hidroxivitamina D con respecto al resto de grupos, dato que podria
asociarse con una peor evolucién de la enfermedad. La vitamina D se ha relacionado
inversamente con el riesgo e inicio de la enfermedad, el grado de modulacién de la
actividad y la prevalencia de EM. El resto de las comorbilidades estudiadas no se
relacionaron con el riesgo de EM ni de EM de tipo progresivo.

El indice kappa y el indice de Tibbling-Link (indice 1gG) presentan una correlacion
positiva, en la que se evidencia una mayor eficacia diagndstica del indice kappa y las
BOCG en la prediccidn de los distintos perfiles evolutivos. El indice kappa y las BOCG
presentan una sensibilidad y especificidad ligeramente similares entre ellas.

El indice IgM presentd diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y las formas progresivas. Esto concuerda con diferentes estudios, que asocian
la sintesis de IgM intratecal a un peor prondstico a largo plazo y a una mayor
discapacidad.

En cuanto a las subclases de 1gG, nuestro estudio mostré una mayor concentracion de
IgG3 en las formas progresivas con respecto al resto de los grupos. El indice Kappa sélo
se correlaciond positivamente con la IgG1 en pacientes con EMSP. Esta subclase de
inmunoglobulina G se relaciona positivamente en algunos estudios con el aumento en
la frecuencia de plasmablastos en sangre periférica y a una mayor respuesta
inmunitaria proinflamatoria sistémica.

La edad de inicio es un factor clave para el acumulo de discapacidad
independientemente de la tasa de recaidas. Se han observado una mayor tasa de

recaidas en pacientes con edades inferiores y valores menores en la EDSS en pacientes
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7)

8)

9)

con EMRR. Existe un mecanismo subyacente de progresién de la enfermedad que estd
ligado al envejecimiento de los pacientes.

Se observd una menor concentracion de 1gG4 en los pacientes con EMPP y EMSP que
fue estadisticamente significativa con respecto al resto, esta subclase no activa al
complemento y es dependiente de células T colaboradoras.

Los eventos PIRA se han relacionado con mayores niveles de indice Kappa y con una
mayor edad en el momento del diagndstico. Mientras que los casos con eventos RAW
presentaban una menor edad y niveles mas bajos de indice Kappa que coincidian con
una mayor tasa de recaida anual.

La EDSS basal, la edad diagnéstica, el indice kappa y el indice de IgM presentaron
diferencias estadisticamente significativas en el modelo de Cox. La edad avanzada, fue

la variable con mayor HR (5,84).

10) El modelo de regresién logistica para la caracterizacion de los fenotipos progresivos

incluyd la edad, la EDSS al inicio, el indice Kappa segun punto de corte de 35,37 y la
subclase IgG4 como variables predictoras, siendo la EDSS la que presentaba un mayor

OR.

11) El indice kappa presenta una potencial utilidad como marcador para las formas

progresivas de EM, que debe ser tomado en consideracion y ser evaluado en futuros

estudios.
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