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RESUMEN



RESUMEN

La Esclerosis Multiple (EM) es la enfermedad crénica inflamatoria
desmielinizante mdas comun del sistema nervioso central (SNC). Es una de las
principales causas de discapacidad neurolédgica en poblacién adulta joven, entre 20-
30 aios de edad, que afecta al doble de mujeres respecto a los hombres. En todo el
mundo hay alrededor de 2,5 millones de personas afectadas de EM (Compston A,
2002). Algunas personas estaran minimamente afectadas a lo largo de su vida,
mientras que otras degenerardn rdpidamente hacia una incapacidad total. En la
mayoria de los pacientes la EM se inicia con un primer brote o evento clinico (Polman
CH, 2011). Los procesos fisiopatoldgicos incluidos en la EM pasan por la inflamacién,
desmielinizacién, dafio axonal y mecanismos de reparacion. Estos procesos no se
presentan de manera uniforme en la poblacidon que padece EM, lo que contribuye a
la heterogeneidad en la expresidon fenotipica de la enfermedad asi como a su
diagndstico y su respuesta a las distintas terapias (Fernandez-Fernandez O, 2002;
Bielekova B, 2004). El diagndstico de la EM es fundamentalmente clinico y se basa en
la demostracion de los sintomas y signos atribuibles a las lesiones en la materia

blanca que se encuentran diseminadas en el tiempo y en el espacio.

El laboratorio ayuda al diagndstico de la EM mediante el estudio del liquido
cefalorraquideo (LCR). En algunos casos, el estudio del LCR junto con la RM, permite
identificar pacientes que presentan una alta probabilidad de conversién a EM
después de un primer brote o Sindrome Neurolégicamente Aislado (SNA), sobretodo
en aquellos casos con clinica de inicio dudosa. El estudio del LCR para analizar la
sintesis intratecal de IgG, mediante la obtencion del indice 1gG y de las Bandas
Oligoclonales IgG (BOCG) se emplea como apoyo al diagndstico de la EM (Stangel M,
2013).

Las BOCG en LCR se han encontrado en el 87,7% de los pacientes con EM,
siendo demostrado en la bibliografia que los pacientes con EM que presentan BOCG
negativas son minoritarios (Alvarez-Cermeno JC, 2013). En nuestro hospital este

porcentaje es mayor, presentando BOCG en LCR un 96,5% de los pacientes con EM



(Menéndez-Valladares P, 2015). En individuos sanos, las cadenas ligeras son
producidas en exceso respecto a las cadenas pesadas. Los niveles de cadenas ligeras
sin unir, Cadenas Ligeras Libres (CLL), tanto en suero como en LCR son bajos. En
condiciones patoldgicas la produccion de CLL esta aumentada, lo que ocurre en
ciertas enfermedades inflamatorias como la EM (Kaplan B, 2011). Varios estudios han
demostrado que los niveles elevados de CLL k¥ en LCR mediante cuantificacién por
nefelometria, apoyan el diagndstico de EM (Villar LM, 2012; Duranti F, 2013; Hassan-
Smith G, 2014; Presslauer S, 2015; Menéndez-Valladares P, 2015). También se ha
visto que niveles elevados de CLL k en LCR predicen la conversién a EM de pacientes
con SNA a EM (Villar LM, 2012; Hassan-Smith G, 2014; Menéndez-Valladares P, 2015).
Villar et al. demostraron que niveles elevados de CLL k en LCR elevados (CLL x > 0,53
mg/L) predicen con buena exactitud la conversion de SNA a EM Clinicamente
Definida (EMCD). Puntos de corte mas elevados resultaron de los estudios realizados
en nuestro hospital, 0,73 mg/L (dato no mostrado, Menéndez-Valladares P, 2015), y

del estudio de Hassan-Smith et al., 0,87 mg/L.

La determinacién del indice kappa mediante la siguiente ecuacién: (CLL k en
LCR/ CLL k en suero)/(albumina en LCR/albumina en suero), considera la rotura de la
barrera hematoencefdlica, incrementando la precision del diagndstico de EM vy
disminuyendo los falsos positivos (Duranti F, 2013). En estudios recientes se ha visto
gue niveles elevados de indice kappa (indice kappa > 10,62) predicen la conversién
de SNA a EM con una especificidad del 95,7% y una sensibilidad del 93,1%. También
se ha determinado que aquellos pacientes con SNA con indice kappa > 10,62 tienen
una probabilidad de conversidon a EM mayor que los pacientes con un indice kappa

inferior (HR=7,34; p<0,0001) [HR: Hazard Ratio] (Menéndez-Valladares P, 2015).

La EM es una enfermedad que no sdlo disminuye la calidad de vida, sino que
disminuye la productividad laboral y en fases avanzadas de la enfermedad puede
llevar a una jubilacién anticipada. A medida que la enfermedad progresa, mayor y
mas significativo es el coste sanitario para los pacientes, sus familias, los sistemas
nacionales de salud y la sociedad en general. La importancia de un diagndstico

temprano de la EM que permita proporcionar tratamientos en fases tempranas,



ralentiza la progresién de la enfermedad y, por lo tanto, disminuye los costes y cargas

asociadas a los niveles de mayor discapacidad de la EM.

El objetivo de esta tesis ha sido evaluar la utilidad clinica del biomarcador
kappa en la conversién de pacientes con SNA a EM empleando para ello el indice
kappa. En este trabajo se ha evaluado el valor diagndstico predictivo que presentan
los niveles altos de CLL k y A en LCR, y sus respectivos indices, y se ha relacionado con
los pardmetros clinicos y paraclinicos empleados actualmente en el diagnéstico de la

EM.
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INTRODUCCION

1. ASPECTOS HISTORICOS

Los principios de la esclerosis multiple (EM) en el campo de la medicina se
remontan a mediados del siglo XIX. Robert Carswell y Jean Cruveilhier, ambos
patélogos e ilustradores describieron sus observaciones acerca de las lesiones

patoldgicas de la EM, que quedaron reflejadas en sus ilustraciones.

Robert Carswell ilustré en su atlas Pathological anatomy: illustrations of the
elementary forms of disease (1838) dos casos de lesiones de médula espinal con

atrofia, caracteristicas de la EM.

Jean Cruveilhier no sélo se limitd a ilustrar sus hallazgos, sino que también
incluyd datos clinicos de los pacientes, resaltando la importancia de relacionar los
hallazgos de la autopsia con la clinica. Es en el libro Atlas d’Anatomie Pathologique de
Jean Cruveilhier (1835-1842) donde se menciona por primera vez la esclerosis en
placas diseminadas (sclérose en plaques disseminées) y donde se utiliza por primera

vez el término grise masses disseminées (materia gris dispersa).

Jean-Martin Charcot (1825-1893), reconocido como el padre de la neurologia
por sus trabajos en La Salpetriére (Paris) fue el primero en reconocer la EM como una
enfermedad, estableciendo correlaciones clinico-anatomopatoldgicas. Charcot
describe en Lecons sur les maladies du systéme nerveux (1888) algunos de los
elementos que son considerados en la actualidad distintivos de la sintomatologia de
EM: vértigo, trastornos visuales, paresias y alteraciones de la sensibilidad. En
definitiva, Charcot es consciente en esa época tanto de los sintomas que presentan
los pacientes como del transcurso de la enfermedad con recaidas y remisiones

(Charcot JM, 1888; Villoslada P, 2010).

A pesar de que a mediados del siglo XIX ya se conocia la sintomatologia de la

EM, apenas se tenian conocimientos de su patogenia. A ello contribuirian los futuros



avances en el campo de la tecnologia y el mayor conocimiento del sistema inmune.
En esta época coexistian dos hipdtesis que trataban de explicar la patogenia de la
EM: por un lado una etiologia neurodegenerativa (sostenida por Charcot, Muller y
Strumpell), mientras que por otro se sostenia que los cambios iniciales se debian a
compromisos de los vasos sanguineos e inflamacién (Rindfleish, Williamson vy
Dejerine). Rindfleish concluyd en sus estudios que las placas de EM eran secundarias
a inflamacidn cronica (Villoslada P, 2010). Strumpell por el contrario creia en la teoria
de un supercrecimiento glial asociado a fendmenos precipitantes (téxicos o

infecciosos).

En 1884, Pierre Marie, contribuyé al estudio de la EM documentando el curso
clinico de la enfermedad. Incluyé por primera vez la EM benigna e hizo una distincién

entre las formas progresiva primaria y progresiva secundaria.

Thomas Rivers estableciéo en 1935 la EM como una enfermedad autoinmune,
mediante la produccién de encefalitis alérgica experimental por inoculacion de tejido
neural en monos. Kabat y cols identificaron en 1942 proteinas anormales en el
liquido cefalorraquideo (LCR) de personas con EM, mediante el estudio de patrones
conocidos como bandas oligoclonales (BOC). Estos descubrimientos permitieron

evidenciar el gran papel que juega el sistema inmune en la EM (Moreira MA, 2002).

2. DEFINICION DE ESCLEROSIS MULTIPLE

La EM es una enfermedad crdénica autoinmune del sistema nervioso central
(SNC), que se caracteriza por inflamacién, desmielinizaciéon y dafio axonal. Afecta a
adultos jévenes de entre 20-40 afios, siendo mas comln en mujeres en una
proporcién 3:1. La etiologia de la EM es desconocida, se encuentran implicados
factores ambientales (infecciones, latitud, etc.), genéticos, e inmunolégicos. Es la
principal causa de discapacidad neuroldgica no traumatica en adultos jévenes, con un

gran impacto negativo en su calidad de vida (lzquierdo G, 2015).



Europa es considerada una regién de alta prevalencia de EM a nivel global
(mapa de prevalencias mundial mostrado en figura 1), dado que presenta a mas de la
mitad de la poblacién diagnosticada con EM, con una prevalencia general 2
30/100.000. No todas las regiones Europeas se ven afectadas de igual forma,
existiendo grandes diferencias entre ellas. Se ha determinado que la incidencia varia
de < 1/100.000 a >10/100.000 (Kingwell E, 2013). Se ha sugerido a nivel global, que
existe una asociacién entre la distribucion de la EM vy la latitud (menor prevalencia de
EM en el sur respecto al norte), a excepcién de Italia y el norte de Escandinavia

(Simpson S, 2011).

Numero de
personas con
EM por cada

100,000
habitantes

[ ] Sin datos

Figura 1. Mapa de prevalencias por pais (2013). Se estima que 2,3 millones de personas en el mundo
presentan EM (2013). Espafia es uno de los paises con mayor prevalencia de EM a nivel global. Extraido de
“Atlas of MS 2013. Multiple Sclerosis International Federation”.
En Espafia, mas en concreto en el distrito norte de Sevilla (entre las latitudes
37,24 y 38,19), en un estudio longitudinal desarrollado en un periodo de 20 afios
(desde enero de 1991 a diciembre de 2011), se determind una prevalencia de EM de
90,2/100.000 habitantes; y una incidencia de 4,6/100.000 habitantes; también se
concluyé que durante los 20 afios incluidos en el estudio, la incidencia se habia
incrementado en mujeres pero no en hombres (Figuras 2 y 3). También se observo
gue la mayoria de pacientes fueron diagnosticados con edades situadas en la década

de los 30 afios, con una relacion mujer/hombre de 2,5:1 (lzquierdo G, 2015).
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Figura 2. Incidencia de EM en hombres y en mujeres en un periodo de 20 aios (desde enero de
1991 a diciembre de 2011) en el distrito norte de Sevilla (Espafia) (Izquierdo G, 2015).
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Figura 3. Incidencia de EM en hombres y en mujeres en
incrementos de 5 afios durante un periodo de 20 aios (desde
enero de 1991 a diciembre de 2011) en el distrito norte de
Sevilla (Espafia) (Izquierdo G, 2015).
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3. FISIOPATOLOGIA

Los investigadores siguen tratando de comprender la patogénesis de la EM
para poder prevenir asi su progresion. Se cree que la EM es una patologia mediada
por el sistema inmune que se presenta fundamentalmente en individuos susceptibles
genéticamente. Los familiares de primer grado de un paciente con EM, tienen un
riesgo de desarrollar EM menor al 5%. Pero si esto se extrapola a la poblacién
general, estos familiares directos de los individuos con EM, presentan un riesgo

relativo entre 20-40 veces superior a la poblacidn general.

Se cree que son varios mecanismos patogénicos los implicados en la EM, dada
la heterogeneidad de manifestaciones clinicas, genéticas y de imdgenes en las
pruebas de resonancia magnética (RM) que contribuyen a la EM. La principal
caracteristica patoldgica de la enfermedad es la placa de EM, la cual se observa en el
anadlisis macroscépico del cerebro, como un area hipocelular bien delimitada,
localizada en la sustancia blanca, rosada, que contrasta con la sustancia blanca

preservada.

La placa de EM se caracteriza por la pérdida de mielina, relativa preservacién
de los axones y la formacién de cicatrices astrociticas. Las placas suelen ser
pequeiias, redondeadas u ovoideas, aunque con frecuencia presentan extensiones
con forma de dedo a lo largo de los pequefios o medianos vasos sanguineos (dedos
de Dawson). Estas placas de EM pueden ser de tres tipos: placas agudas, placas

cronicas activas y placas crdnicas inactivas.

Las placas agudas se caracterizan por la presencia de un infiltrado inflamatorio
perivascular con un area de desmielinizacién y pérdida axonal a su alrededor; por lo
general son de pequefio tamafio, centradas en el vaso con el infiltrado inflamatorio.
Aunque se localizan frecuentemente en el espacio perivascular, las células
inflamatorias también penetran en el parénquima, aunque con menor densidad. La
composicion del infiltrado inflamatorio varia de acuerdo al estadio de actividad
desmielinizante. Lo habitual es la presencia de linfocitos y macrofagos. Estos ultimos
predominan en las lesiones activas, determinadas por la identificaciéon de productos
de degradacion de mielina en los macréfagos. Se observa que la frecuencia de placas
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activas en los pacientes con EM es muy baja. Esto se debe probablemente a que el
infiltrado inflamatorio es un fendmeno de corta duraciéon (alrededor de un mes), que
ademas se presenta en las fases iniciales de la EM, en las que es dificil observarlas (la
mayoria de estudios se han realizado en autopsias de pacientes con formas

progresivas).

Las placas crénicas activas suelen ser de mayor tamafio que las placas agudas.
Se caracterizan por presentar en el borde de las mismas un limite bien delimitado de
desmielinizacién activa, con presencia de mielina alterada y macroéfagos. Esto indica
un crecimiento centrifugo de las placas en su periferia. En estas placas no se
observan infiltrados inflamatorios perivasculares, y el proceso de desmielinizacién es

completo a excepcidén de los bordes.

Las placas crdénicas inactivas suelen ser extensas y confluir con placas vecinas.
Se caracterizan por una desmielinizacién completa, una densidad de axones escasa y
un reducido numero de oligodendrocitos. A diferencia de las placas crdnicas activas,
los bordes estan bien delimitados, pero no se observa desmielinizacidn activa en
ellos. A estas placas también se les conoce como placas glidticas, debido a la

abundante presencia de astrocitos en las mismas.

Las lesiones producidas en las placas de EM tienen una predileccién por los
nervios dépticos, la materia blanca periventricular, el tronco encefdlico, el cerebelo y

la médula espinal (Noseworthy JH, 2000; Villoslada P, 2010).

A escala microscdpica, se observan en la placa de EM tres alteraciones tipicas:

= infiltrados inflamatorios perivasculares
= desmielinizacion

= pérdida axonal

La presencia de infiltrados inflamatorios y la ausencia de patégenos es lo que
define la EM como una enfermedad de caracter autoinmune. Los bordes de las placas
cronicas pueden aumentar su extension al seguir creciendo. En ellos se observan

macréfagos con restos de mielina, ocasionalmente linfocitos T (LT), y raramente
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linfocitos B (LB). En los infiltrados predominan los linfocitos CD3+ y macréfagos
hematdgenos. También se han encontrado abundantes linfocitos CD4+, aunque los

linfocitos predominantes son los linfocitos CD8+ (Villoslada P, 2010).

La desmielinizacidén consiste en la presencia de axones sin las caracteristicas
vainas densas de mielina (Figura 4 y 5). Sin la vaina de mielina, la membrana axonal
queda expuesta generando cambios en el potencial de accién de membrana y en la
distribucién de canales idnicos. El impulso nervioso se transmite de forma saltatoria
entre nédulos de Ranvier, lo que permite una elevada velocidad de conduccién. En
las situaciones en las que esta vaina de mielina es escasa o nula, como es el caso de la
EM, el impulso nervioso se transmite a una velocidad mas lenta (Martinez-Altarriba

MC, 2015).

Se puede observar la desmielinizacidn a nivel histolégico mediante la tincion
de Luxor-fast blue, o mediante inmunohistoquimica con anticuerpos especificos para
las proteinas de la mielina [proteina basica de mielina (PBM), glicoproteina de mielina
de oligodendrocitos (GMO), nucledtido ciclico fosfodiesterasa (NCF)]. También se

estudia la desmielinizacién mediante microscopia electrénica.

En la lesién aguda la mielina se presenta desestructurada y vesiculizada. Existe
una correlacion entre la desmielinizacidn activa y la presencia de macroéfagos. Sin
embargo, no existe relacion entre la presencia de infiltrados linfocitarios vy
desmielinizacidn. Se ha observado desmielinizacién activa en dreas sin presencia de
linfocitos B o T. Esto indica que existen otros mecanismos patogénicos diferentes a la
respuesta inmune adaptativa. Los pacientes con EM presentan diferencias notables

en cuanto a la patogénesis de la destruccidon de mielina (Henderson AP, 2009).
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Figura 4. Diferencia entre un axén en una neurona normal
(izquierda) y el de un paciente con EM (derecha) (Martinez-Altarriba

MC, 2015).
Conduccidn normal de una fibra nerviosa con mielna Desmielinizacion de fibra narviosa en EM.
Impedino nervioso Impulso narviceo

L Nadulo de ranvier

Figura 5. Esquema de la conduccién nerviosa en una fibra nerviosa. Se representa la diferencia
entre la conduccién a través de una fibra mielinica (izquierda) y otra con pérdida de mielina
(paciente con EM) (derecha) (Martinez-Altarriba MC, 2015).

Los sintomas precoces de la EM producidos por la desmielinizacion, pueden
revertirse en las primeras etapas de la enfermedad. Esta recuperacién se basa en la
resolucion del edema inflamatorio lo que tiene como consecuencia una
remielinizacidn parcial. Estas placas estan constituidas por unas finas vainas de
mielina mas delgadas y cortas entre nodos, produciendo una tincion mas pdélida, que
se conocen como “placas fantasma”. Sin embargo, en la EM crénica, esta
remielinizacion es minima. Se cree que las etapas de remisidon en los pacientes con
EM estan relacionadas con los procesos de resolucion del edema inflamatorio y de
remielinizacion parcial. Existe una gran variabilidad entre pacientes en cuanto a la
presencia de placas fantasma. Esto nos indica las grandes diferencias que existen

entre sujetos en cuanto a la capacidad de regeneracidn de las vainas de mielina. En

14



general, cuando la enfermedad ha progresado en el tiempo, junto con un

empeoramiento, la remielinizacién suele ser escasa.

La localizacion anatdmica de la lesidn también puede influenciar la extensién
de la remielinizacion. En la EM crénica, las lesiones subcorticales muestran mayor
remielinizacion que las lesiones periventriculares. Mientras que las lesiones

cerebelosas son totalmente desmielinizadas (Goldschmidt T, 2009).

La pérdida axonal se determina mediante tinciones como el Bielchowsky o
mediante inmunohistoquimica con anticuerpos antineurofilamentosos. Es un proceso
precoz muy variable entre placas de EM, presentando grandes diferencias entre
individuos con EM. En las placas agudas se observan axones con alteraciones
morfoldgicas y axones transectados, que indican un fallo en el transporte axonal. En
las placas crénicas se observa una disminucién de la actividad axonal. La mayor
pérdida axonal observada en pacientes con EM temprana, sugiere que en etapas
iniciales de la enfermedad los axones son mas vulnerables de sufrir dafio ante la
presencia de lesiones desmielinizantes. Esto permite explicar el elevado dafio axonal
observado en estos pacientes a pesar de los bajos niveles de desmielinizacion, frente

a pacientes con EM en estados mas avanzados (Tallantyre EC, 2009).

4. CLINICA

La EM se inicia con un primer brote o sindrome neurolégicamente aislado
(SNA), cuya sintomatologia es variable dependiendo del curso clinico, gravedad,
duracion y evolucidon de la enfermedad. Normalmente la EM se manifiesta con
neuritis unilateral dptica, sindrome de tronco encefalico, sintomas del hemisferio
motor, sintomas de sensibilidad, o mielitis parcial (Polman CH, 2011; Gomez-Moreno

M, 2012).

El término brote en la EM hace referencia a un déficit neurolégico focal como
consecuencia de una lesion desmielinizante que dura al menos 24 horas. Se considera

gue el paciente presenta un nuevo brote, cuando ha pasado mas de un mes desde el
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brote anterior. Los brotes se pueden clasificar atendiendo a diferentes criterios

(Villoslada P, 2010):

= Segun afecten a uno o varios sistemas: monofocales o monosintomaticos,
y multifocales o polisintomaticos.
=  Segun la funcionalidad del sistema afectado: eferentes (motores, ataxia), y

aferentes (sensitivos, visuales).

Un cierto niumero de pacientes con SNA desarrollan EM con el tiempo,
mientras que otro grupo nunca convierte a EM. Los diversos estudios difieren en
cuanto al numero de pacientes con SNA que finalmente convertirdn a EM. En un
estudio observacional prospectivo realizado en Italia, se estudié el riesgo de
conversidn a EM segun diferentes criterios diagndsticos: de acuerdo a los Criterios de
McDonald y de Esclerosis Multiple Clinicamente Definida (EMCD), la probabilidad de
conversion a EM fue del 57% y del 36% respectivamente, tras 2 afios de seguimiento.
Mientras que después de 4 afios de seguimiento la probabilidad de conversion a EM
segun los Criterios de McDonald y de EMCD fue del 75% y del 52% respectivamente
(D’Alessandro R, 2013).

En la EM se presentan diferentes patrones de evolucién que van a marcar el

curso de la enfermedad (Figura 6):

= Sindrome Neurolégicamente Aislado (SNA): es el primer brote registrado,
clasificado como posible forma de inicio.

= EM Remitente Recurrente (EMRR): se presentan brotes seguidos de
remisiones parciales o totales; es el patréon mas prevalente. Los brotes
pueden durar varios dias e incluso semanas. Se da en un 80-85% de los
casos. Un 15% van a ser formas benignas, con escasos brotes, que
transcurridos 10-15 anos van a conservar la capacidad de llevar una vida
normal.

= EM Primaria Progresiva (EMPP): consiste en una afectacion clinica
progresiva sin remisiones claras, de manera constante. Este patron es mas

frecuente en hombres. Se presenta en el 15-20% de los casos. De éstos, un
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35% va a experimentar brotes, lo que se denomina como EM Progresiva
Recurrente (EMPR).

EM Secundaria Progresiva (EMSP): presenta la clinica del patrén de EMRR,
seguido de una progresidn a un curso posterior de patrén EMPP. Con el
tiempo se va instaurando una afectacion mielinica permanente y un
deterioro continuo.

EM Progresiva Recurrente (EMPR): este patrén se inicia como una EMPP,

presentando brotes que se superponen al deterioro progresivo de la

enfermedad.
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Figura 6. Patrones de evolucion de la EM. Se representan los brotes

(discapacidad) que se producen en el transcurso de la enfermedad. A) Esclerosis
Multiple Remitente Recurrente (EMRR); B) Esclerosis Multiple Primaria Progresiva
(EMPP); C) Esclerosis Multiple Secundaria Progresiva (EMSP); y D) Esclerosis
Multiple Progresiva Recurrente (EMPR) (Martinez-Altarriba MC, 2015).

17



MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Los principales sintomas que dominan el cuadro clinico de la EM se

representan en el esquema de la figura 7:

Figura 7. Principales sintomas presentes en la EM.

La disfuncién visual puede cursar con neuritis dptica, que se presenta con
dolor en un ojo que se incrementa al moverlo. Conlleva una disminucién de la
agudeza visual. También puede producirse una afectacién de la motilidad ocular, en

la que el nistagmo pendular adquirido suele producir oscilopia dificultando la vision.

Los trastornos motores o debilidad pueden tener distintas distribuciones:
monoparesia, hemiparesia o paraparesia. Esto se suele acompafiar de espasticidad y
espasmos flexores o extensores, hiperreflexia, clonus y signo de Babinski. En menor
frecuencia pueden aparecer cuadros de distonia, mioclonus, parkisonismos y

disquinesias. Por afectacion radicular intraaxial pueden existir amiotrofia y arreflexia.

Los sintomas sensitivos son muy variados: hipoestesia, hiperestesia, disestesia

térmica y dolor neuropatico con hiperpatia y alodinia.
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En los sintomas relacionados con la disfuncién del tronco cerebral, se puede
producir vértigo y nistagmus por la afectaciéon de vias vestibulares; hipoacusia y
tinnitus por afectacién de vias auditivas; paralisis facial; afectacidon trigeminal
(hipoestesia); y afectaciéon del gusto. Relativamente frecuentes son la mioquimia
facial y el espasmo hemifacial. La afectacién de nucleos vegetativos con
disautonomia y disfuncidn cardiorrespiratoria puede ser causa de muerte en brotes
de tronco. Otro sintoma muy frecuente es la disartria, que puede generar diversos
problemas articulatorios del lenguaje, como son la palabra escandida (silabas

separadas), la disartria con hipofonia, y la disartria acompafiada de risa y llanto.

En cuanto a los sintomas asociados a la disfuncién del cerebelo, los pacientes
con EM pueden presentar frecuentemente ataxia, disartria, nistagmo y dismetria

apendicular. También puede aparecer vértigo.

Los pacientes con EM pueden presentar en menor frecuencia, otros sintomas
como la afectacidn medular, en concreto, en las formas EMPP, los pacientes pueden
desarrollar paraparesia espastica, que puede acompafarse de ataxia. Pueden
aparecer sintomas de cardcter breve y transitorio: crisis tdnicas, el signo de
Lhermitte, la neuralgia del trigémino y del glosofaringeo y otros dolores en
extremidades, la ataxia, disartria y diplodia, la aquinesia, distonia y las disquinesias
paroxisticas. También pueden presentar cuadros de prurito intenso y transitorio en la
cabeza, hombros o extremidades. La fatiga se desarrolla con una sensacién de
cansancio fisico y mental, no acorde al trabajo fisico e intelectual realizado. Es un
sintoma muy frecuente en los pacientes con EM, que empeora con el calor y es mas
intensa en las primeras horas de la tarde. Pueden aparecer trastornos del suefio con
la presencia de cuadros de somnolencia diurna y ataques de sueno diurno. En los
trastornos de esfinteres son frecuentes las disfunciones en el control de la miccidn, la
incontinencia y la retencién urinaria, sobre todo en mujeres. El estrefimiento y la
incontinencia fecal afectan a un gran nimero de pacientes con EM. En lo referente a
la disfuncion sexual, en el vardon es frecuente la impotencia y dificultades para la
eyaculacion y el orgasmo; y en las mujeres son comunes la pérdida de libido y la
capacidad para alcanzar el orgasmo. En los trastornos de la funcién sexual influyen la

espasticidad y la fatiga, ademads de los factores psicoldgicos. El deterioro cognitivo
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afecta a mds de un tercio del total de pacientes, siendo notable en etapas iniciales de
la EM. Se observa déficit de atencion, deterioro de la memoria, alteraciones del
razonamiento abstracto y procesado lento de la informacidn. Otro sintoma frecuente

es la depresién (Villoslada P, 2010).

Para cuantificar la discapacidad de los pacientes con EM se han desarrollado
diversos instrumentos en las ultimas décadas, que ademds han servido de
herramienta para evaluar la efectividad de las intervenciones terapéuticas. El
instrumento mas popular y mas ampliamente empleado por los clinicos es la
Expanded Disability Status Scale (EDSS) de Kurtzke (Kurtzke JF, 1983). Emplea una
escala ordinal que va del 0 (normal) al 5-6 (maxima discapacidad), dividida por

sistemas funcionales en 8 grupos:

Funcién piramidal

Funcion cerebelosa
Funcidn del tronco cerebral
Funcidn sensitiva

Funcidn visual

Funcidn intestinal y vesical

Funcidn cerebral (cognitiva)

© N o U B W NoE

Otras funciones

Tras la evaluacidn el resultado se engloba en una escala que va de 0 (normal)
a 10 (muerte por EM). Actualmente se emplea la escala ampliada en la que cada
escalén se divide en dos (0, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,..., 10) (Figura 8). Valores de EDSS 4-6
afectan a la capacidad de andar (Meyer-Moock S, 2014; Villoslada P, 2010).

20



Muerte
—-. por EM
9.0-9. 5
° H 8.0-8.5
- 7.0-7.5 Dependenqa
-4 ‘ 1/6.0-6.5 H Confinado completa
‘ _ Confinado en camao
Y x < 4045 1§ 3055 Asistencia ensillade  gjjja
- x | 3035 U727 Limitacién necesaria  ruedas
| DI idag Para para
2.0-25 . o caminar  caminar

Discapacidad moderada
Discapacidad leve-moderada
Sin minima
Examen discapacidad
neurolégico
normal

1.0-1.5
0

Figura 8. Escala de discapacidad de Kurtzke: Expanded Disability Status Scale (EDSS).
La escala va de 0 (normal) a 10 (muerte por EM) con divisiones de 0.5 a partir de 1.

5. DIAGNOSTICO

El diagndstico de la EM es fundamentalmente clinico, y se basa en demostrar
la presencia de sintomas y signos relacionados con la difusién de las lesiones en la
materia blanca del cerebro en el espacio (DLE) y en el tiempo (DLT). Se realiza un
diagndstico diferencial que permite excluir otras enfermedades con una clinica
similar a la EM, como podria ser la presencia de otras enfermedades
desmielinizantes. Ademas de los aspectos clinicos, los profesionales se apoyan en los

métodos de RM, en el estudio del LCR, y de los potenciales evocados (PE).

Mediante las técnicas de RM es posible detectar y demostrar las lesiones en la
materia blanca del cerebro. El andlisis del LCR es clave en la confirmacién del
diagndstico definitivo, puesto que apoya los hallazgos encontrados en la clinica del
paciente. Se ha encontrado en el analisis de LCR de pacientes con EM niveles
elevados de inmunoglobulinas, asi como la presencia de BOC en mas del 90 % de los
pacientes. El estudio electrofisiolégico de los PE se emplea para medir la capacidad
de respuesta del SNC a los estimulos visuales, somatosensoriales y auditivos. Las
latencias retardadas, asi como los tiempos prolongados de conduccién motora
central son caracteristicos de los procesos de desmielinizacién, pudiendo indicar
lesiones clinicamente silenciosas.
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Dada la heterogeneidad de sintomas, comienzo y desarrollo de la
enfermedad, el diagndstico no es sencillo. Actualmente, no existe una Unica
caracteristica clinica o test diagndstico capaz de diagnosticar la EM (Milo R, 2014). Se
han propuesto diferentes conjuntos de criterios para el diagndstico de la EM, en los
qgue se incluyen caracteristicas clinicas y paraclinicas. Los primeros intentos de
establecer unos criterios se remontan a 1965, “Criterios de Schumacher”, con la
introduccidon de los fundamentos de DLE y DLT. Estos criterios especifican que la
presencia exclusiva de sintomas no es suficiente para el diagndstico, y se
diagnosticard como EM cuando los signos y sintomas presentados, no puedan ser
explicados por otra enfermedad. Estaba restringido a pacientes entre 10-50 afios

(Shumacher FA, 1965).

Los siguientes criterios propuestos fueron los “Criterios de Poser” en 1983
(Tabla 1). En ellos se incluyé el estudio de los PE y del LCR, como apoyo a los criterios
de RM. Los pacientes estaban divididos en 2 grupos, posibles y probables. Cada
criterio consistia en dos subgrupos principales de pruebas clinicas y de laboratorio

con evidencias fundamentadas (Poser CM, 1983).
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i Numero Evidencia Evidencia BOCG LCR o
Categoria

de brotes clinica Paraclinica indice IgG
A) EM Clinicamente definida
(EMCD)
EMCD A1 2 2
EMCD A2 2 1 y 1
B) EM Definida apoyada por el
laboratorio (EMALD)
EMALD B1 2 1 0 1 +
EMALD B2 1 2 +
EMALD B3 1 1 Y 1 +
C) EM Clinicamente probable
(EMCP)
EMCP C1 2 1
EMCP C2 1 2
EMCP C3 1 1 y 1
D) EM probable apoyada por
el laboratorio (EMALP)
EMALP D1 2 +

Tabla 1. Criterios de Poser (1983) en los que se incluye el estudio del LCR; se define un
“BROTE” como la presencia de un sintoma de disfuncién neuroldgica de mas de 24 horas de
duracidn; Evidencia clinica: signos de disfuncidn neurolégica demostrables; Evidencia
paraclinica: tomografia computarizada o RM, potenciales evocados; BOCG LCR (bandas
oligoclonales IgG en LCR), o IgG (sintesis intratecal de IgG) (Poser CM, 1983).
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Los criterios de Poser fueron evaluados en posteriores estudios, empleando
casos confirmados de EM. Se demostrd que eran sensibles en etapas tempranas de la
enfermedad con una precisién para la EMCD del 94% (485/518). Mientras que para la
Esclerosis Multiple Clinicamente Probable (EMCP) la precision fue del 66%. Ello puede
deberse a un examen incompleto de los nervios épticos, generando un diagndstico
incorrecto de falsos negativos (lzquierdo G, 1985; Engell T, 1988). Los criterios de

Poser fueron ampliamente aceptados durante la década de los 90.

El Grupo de Trabajo Internacional de la EM liderado por el Dr. lan McDonald
modifico los criterios y recomendaciones de Poser, que se recogen en los criterios de
McDonald de 2001 (Tabla 2) (McDonald WI, 2001). Con estos criterios se consiguio un
diagndstico temprano de EM en muchos casos de pacientes con SNA, presentando
una especificidad del 83%, una sensibilidad del 83%, un valor predictivo positivo
(VPP) del 75%, y un valor predictivo negativo (VPN) del 89% para la conversion de
SNA a EM (Dalton CM, 2002). En resumen, los criterios de McDonald de 2001 definen
la presencia de DLE por el cumplimiento de al menos tres de los cuatro criterios de
Barkhof-Tintoré (BTC) o por la presencia de al menos dos lesiones en RM junto con

sintesis intratecal de 1gG (Barkhof F, 1997; Tintoré M, 2000).
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Presentacion Clinica

Dos o mds brotes; evidencia clinica
objetiva de 2 o mds lesiones

Dos o mds brotes; evidencia clinica
objetiva de 1 lesion

Un brote; evidencia clinica objetiva de 2 o
mds lesiones

Un brote; evidencia clinica objetiva de 1
lesion (sindrome neuroldgico aislado)

Progresion neuroldgica insidiosa
sugestiva de EM

Datos adicionales necesarios para el
diagndstico de EM

Ninguno

- Diseminacion en el espacio (DLE) en RM
o)

- 2 0 mas lesiones en RM consistentes con EM, y
LCR positivo

(o]

- Futuros brotes clinicos en diferente localizacién

- Diseminacion en el tiempo (DLT) en RM
o

- Segundo brote clinico

- DLE en RM
o]

- 2 0 mas lesiones en RM consistentes con EM, y
LCR positivo; junto con DLT en RM

o
- Segundo brote clinico
Presencia de LCR positivo (BOCG positivas,

realizadas preferentemente mediante
isoelectroenfoque) junto con:

DLE en RM demostrada por:
o 9 0 mas lesiones cerebrales en T2
o 2 0 mas lesiones en médula espinal
o 4-8 lesiones cerebrales y 1 lesion de
médula espinal

- PE positivos con 4-8 lesiones en RM, o con
menos de 4 lesiones y 1 lesién de la médula
espinal; junto con DLT en RM

- Progresidn continuada por 1 afio

Tabla 2. Criterios de McDonald 2001 (McDonald WI, 2001).
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La primera revisidon de los criterios de McDonald se realizd en 2005. Esta
revision permitidé mejorar la sensibilidad y precisién diagndstica respecto a los
criterios de McDonald originales, en la conversion de SNA a EM (Swanton JK, 2006).
Para determinar las lesiones DLE se mantenian los requerimientos iniciales del
cumplimiento de tres de los cuatro criterios de BTC, mientras que para las lesiones
DLT se simplificaron los criterios de RM. Asimismo, las lesiones de la médula espinal
adquirieron mayor importancia. El estudio del LCR fue reducido a los pacientes con

EMPP (Polman CH, 2005).

En 2010, se realizd una nueva revisién de los criterios de McDonald, realizada
por el Grupo de Trabajo Internacional de la EM, en la que se mantenia la sensibilidad
y especificidad respecto a los criterios previos. En esta revisidn, los criterios para DLE
fueron simplificados, y los criterios para DLT se modificaron. Ademas, se excluyé el
estudio del LCR para el diagndstico de EMRR (Tabla 3). Sin embargo, se afirma que la
presencia de LCR positivo (Indice IgG elevado o presencia de BOCG) puede servir de
apoyo para evaluar diagnésticos alternativos, y para predecir EMCD. Concluyen en la
necesidad de realizar mas estudios combinados de RM y BOCG para evaluar el valor

diagndstico del LCR (Polman CH, 2011; Milo R, 2014).
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Criterios de
McDonald

Criterios de
RM para DLE

2001

>3 de las siguientes:
® >9 lesiones en T2
® >3 |esiones
periventriculares

e >1 lesidon
yuxtacortical

e >1 lesidon

2005

>3 de las siguientes:
¢ >9 |esiones en T2

® >3 |esiones
periventriculares

¢ >1 lesién yuxtacortical

e >1 |esidn infratentorial

2010

>] lesién en T2 en 22 de
las siguientes areas:

e Periventricular
¢ Yuxtacortical
¢ Infratentorial
e Médula espinal

infratentorial

- Lesiones asintomaticas
gadolinio (Gd) positivas y

23 meses después de )
>3 meses después de i,
no Gd positivas

debut de SNA debut de SNA

>1 lesidn nueva en o

Criterios de ..
>1 lesidon nueva en T2

RM para DLT T2

23 meses después de
brote de SNA

, i - 21 lesién nueva en T2
>30 dias después de

brote de SNA - Gd positiva en el

seguimiento por RM con
independencia del tiempo

LCR Si Si (para EMRR) No

Tabla 3. Evolucidon de los criterios de McDonald desde 2001 a 2010 (Milo R, 2014).

A pesar de que el LCR no se incluye en los Ultimos criterios diagndsticos de
McDonald de 2010, se han observado BOCG positivas en pacientes con SNA,
considerandose un factor predictor de conversién a EMCD independientemente de
otros factores (Tintoré M, 2008; Kuhle J, 2015). En un estudio reciente se han
encontrado BOCG positivas en un 86% de pacientes con SNA. En estos pacientes, la
probabilidad de conversién a EMCD y en un periodo de tiempo inferior fue superior
gue en los pacientes con SNA cuyas BOCG fueron negativas. Un 74% de los pacientes
con SNA que presentaron BOCG positivas finalmente convirtié6 a EM. Dentro del
grupo de pacientes que cumplian los criterios de McDonald de 2010, un 93%
presentd BOCG positivas, convirtiendo finalmente a EM un 88%. Estos hallazgos
encontrados, ponen de manifiesto la importancia del LCR en el diagndstico diferencial
de la EM. En concreto, es de gran interés el estudio de las BOCG en aquellos
pacientes que presentan un SNA en ausencia de lesiones, permitiendo establecer un

tratamiento temprano (Huss AM, 2016).
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Seria recomendable estudiar el LCR en todos los pacientes con sospecha de
EM o SNA, para poder realizar un primer diagndstico diferencial, asi como efectuar
una reevaluacién del diagndstico de EM en pacientes con BOCG negativas

(Schwenkenbecher P, 2016).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

En ocasiones la clinica puede sugerir la necesidad de considerar otro
diagndstico en pacientes con sospecha de EM. Se ha sugerido en diversos estudios,
gue los diagndsticos alternativos mds comunes ante un diagnéstico incorrecto de EM
son debidos a enfermedades psiquiatricas, migrafia y otros desérdenes crénicos de
dolor. La presencia de sintomas poco especificos junto con hallazgos en RM poco

especificos pueden llevar a un diagndstico incorrecto de EM (Toledano M, 2015).

Si dividimos los criterios de diagndstico diferencial de acuerdo a criterios
radiolégicos y clinicos, nos encontramos con las siguientes enfermedades alternativas

a la EM (Przybek J, 2015):

Criterios radioldgicos: Criterios clinicos:
- Tumores (glioma, linfoma aislado - Neuroborreliosis
de SNC) - Mielopatia
- Neuromielitis 6ptica (NMO) o - Vasculitis
enfermedad de Devic - Sarcoidosis
- Encefalomielitis aguda diseminada - Sifilis
- Esclerosis concéntrica de Balo - Neurocisticercosis

- Enfermedad de Behcet

Una presentacion clinica hiperaguda (maximo déficit de minutos a horas) de
los sintomas neuroldgicos focales sugiere otro diagndstico distinto a una enfermedad

desmielinizante; cominmente esta causado por un evento isquémico.
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Las recaidas son comunes en pacientes con EM, sin embargo, la presencia de
brotes en la misma localizacién del SNC es menos frecuente. Esto puede sugerir una
lesion estructural, como un angioma cavernoso con hemorragia recurrente, un

ataque isquémico transitorio o incluso sintomas transitorios referentes a un tumor.

La NMO se asocia con una discapacidad visual mas severa que la discapacidad
asociada a EM. Tanto las caracteristicas clinicas como los hallazgos en RM ayudan a
diferenciar la NMO de la EM. La deteccion de autoanticuerpos frente a aquaporina-4
(AQP4) confirma el diagndstico de NMO en la mayoria de pacientes con esta
patologia. Sin embargo, un 20-30% de los pacientes no presentan autoanticuerpos

frente a AQPA4.

La presencia de BOCG positivas o Indice 1gG elevado se detecta sélo en un

20% de los pacientes con NMO.

Se han descrito procesos de neuritis éptica y mielitis transitoria en pacientes
con lupus eritematoso sistémico (LES) y sindrome de Sjogren. El diagndstico
diferencial se basa en la presencia de encefalopatia, dolor de cabeza, convulsiones y

neuropatia periférica, sintomas no caracteristicos de EM.

La afectacién aislada del nervio craneal es inusual de la EM y debe
considerarse otra alternativa diagndstica. Es comun en ciertas infecciones como la
enfermedad de Lyme, o en procesos infiltrativos como la sarcoidosis, linfomatosis o
carcinomatosis. Ademds, en estas enfermedades se presenta una clinica

caracteristica de fiebres, sudores nocturnos o pérdida de peso (Toledano M, 2015).

6. TRATAMIENTO

En la EM los objetivos del tratamiento estdn enfocados a mejorar los
sintomas, a prevenir la discapacidad, reduciendo la frecuencia y duracion de los
brotes, y restablecer la funcionalidad. Lo ideal seria un tratamiento en el que los
efectos secundarios fueran minimos. La mayoria de tratamientos actuales se basan

en el origen autoinmune de la EM. Podemos dividir el tratamiento en dos grupos:
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= Tratamiento de los sintomas
= Tratamiento de la EM: frente a las recaidas (brotes) y terapia

modificadora de la enfermedad.

TRATAMIENTO SINTOMATICO DE LA EM

Los pacientes con EM presentan una diversa sintomatologia que puede
afectar en gran medida a su calidad de vida. Es de gran importancia, identificar
correctamente estos sintomas, conocer sus causas y emplear los tratamientos
adecuados para su prevencién. Por tanto, es necesario un estudio multidisciplinar de

estos pacientes.

Para el manejo de los diversos sintomas derivados de la EM se emplean
diferentes farmacos resumidos en la tabla 4. La espasticidad y los espasmos
musculares son tratados con farmacos como baclofeno, tizanidina, diazepam y otras

benzodiacepinas (Schapiro RT, 2005).
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Nombre genérico UsoenlaEM Nombre genérico UsoenlaEM
Alprostadil Disfuncion eréctil Modafinilo Fatiga
Amantadina Fatiga Oxibutinina Disfuncidn vesical
Amitriptilina Dolor (distesias) Pemoline Fatiga
Baclofeno Espasticidad Fenitoina Dolor (parestesias)

Dolor (neuralgia de Depresion,
Carbamazepina L, (_ & Sertralina p
trigémio) ansiedad
Tremor, dolor, . " . ., L.
Clonazepam . Sildenafil Disfuncion eréctil
espasticidad
. Disminuir produccién de e .
Desmopresina ) Tizanidina Espasticidad
orina
Diazepam Espasticidad Tolterodina Disfuncidn vesical
Fluoxetina Depresion, fatiga Topiramato Dolor, tremor
Dolor, distresias, . .
Gabapentina . Venlafaxina Depresion
espasticidad
Imipramina Disfuncién vesical, dolor

Tabla 4. Farmacos empleados en el manejo de la diversa sintomatologia de la EM (Schapiro RT,

2005).

TRATAMIENTO DE LA EM

Para establecer un tratamiento de inicio en la EM se considera el curso clinico

de la enfermedad. Los episodios agudos se tratan con corticoides. El tratamiento

cldsico consiste en la administracién intravenosa de metilprednisolona, aunque

también se emplean formulaciones orales.

Aunque no existe un farmaco capaz de curar la EM, en los Ultimos 20 afos se

han desarrollado 8 terapias diferentes que incluyen:

= |nterferdn beta

=  Acetato de Glatiramer

= Natalizumab

=  Fingolimod

=  Teriflunomida =  Alemtuzumab

= Dimetilfumarato = Mitoxantrona
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La mayoria de farmacos aprobados presentan efectos antiinflamatorios, y se

ha observado una mayor efectividad de los mismos en fases tempranas de la EM.

Un posible algoritmo para el tratamiento de pacientes con EMRR se
representa en la figura 9, en el que los pacientes son tratados con terapia de primera
linea tras el diagndstico de EMRR. Los pacientes con una EMRR severa al inicio deben
comenzar directamente con un tratamiento de segunda linea. Un progreso en el
avance de la enfermedad se define como una nueva recaida clinica provocando una
discapacidad o la presencia de nuevos hallazgos en RM durante el ultimo afio con
tratamiento. En pacientes con tratamiento de primera linea, pasarian a recibir terapia
de segunda linea; y los pacientes ya en tratamiento con terapias de segunda linea
serian candidatos a recibir terapias experimentales previo consentimiento de los

pacientes.

Para un pequefio nimero de pacientes que no responden a la terapia de
segunda linea, se emplean otros farmacos, off-label (uso de medicamentos para
indicaciones no aprobadas en su ficha técnica), como rituximab, ofatumumab o

terapia experimental con trasplante autélogo de celulas madre hematopoyéticas.

Ninguno de los farmacos aprobados hasta el momento ha mostrado

efectividad en pacientes con EMSP o EMPP (Torkildsen O, 2016).
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eDimetilfumarato eAlemtuzumab de celulas madre

TERAPIA DE L hematopoyéticas
PRIMERA LINEA ~— TRATAMIENTO
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Figura 9. Algoritmo de tratamiento en pacientes con EMRR. Off-label: uso de medicamentos
para indicaciones no aprobadas en su ficha técnica (Torkildsen O, 2016).

Los rangos de eficacia y seguridad de estos farmacos inmunomoduladores
(interferdn beta, acetato de Glatiramer, teriflunomida, natalizumab y fingolimod) son
diferentes (Figura 10), aunque todos presentan beneficios en la clinica de la EM. Las
terapias de primera linea inyectables, aunque mas seguras, son modestamente
eficaces. Los nuevos farmacos orales presentan una serie de riesgos conocidos y una
incertidumbre debida principalmente, a la limitada experiencia en el uso clinico. Las
terapias de infusidon han resultado ser las mas eficaces contra la enfermedad
inflamatoria, pero conllevan un mayor riesgo. Los farmacos inyectables presentan
una eficacia entre 20-35% frente al placebo, los farmacos orales entre un 50-55%, y

las terapias de infusién >60%.
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Figura 10. Eficacia y seguridad de los farmacos empleados en EM (Hauser SL, 2013).

El interferon beta es un polipéptido producido por los fibroblastos, que
presenta efectos antiinflamatorios. Se emplea para el tratamiento de la EM en
formas recombinantes. Se han mostrado los beneficios en pacientes con EM,

reduciendo la tasa de recaida anual de la enfermedad en un 30-34%.

El acetato de Glatiramer es una mezcla de péptidos sintéticos con secuencias
semejantes a la proteina basica de mielina. Es un farmaco que suele ser bien tolerado
por los pacientes con EM, pero un porcentaje de ellos (65%) presentan reacciones en

el lugar de la inyeccién (dolor, eritema, hinchazdén, prurito).

La teriflunomida es un agente inmunomodulador que reduce el nimero de
linfocitos circulantes. Como efectos adversos, se encuentra la elevacién de las
transaminasas hepaticas. En caso de que éstas se eleven tres veces por encima de los

valores normales del paciente, debe suspenderse la terapia con teriflunomida.
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El dimetilfumarato es un inmunomodulador con caracteristicas
antiinflamatorias. Al igual que la teriflunomida, presenta dentro de sus efectos
adversos la elevaciéon de las transaminasas hepaticas, y debe suspenderse el

tratamiento con dimetilfumarato (Torkildsen O, 2016).

El fingolimod (Gilenya, Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland) es un
modulador oral del receptor de esfingosina-1-fosfato, que inhibe la capacidad de los
linfocitos autoreactivos de salir de los ganglios linfaticos hacia el SNC. Es la primera
terapia oral aprobada para la EMRR. Se recomienda realizar un seguimiento
mediante electrocardiograma tras su administracién, puesto que puede causar

braquicardia y bloqueo atrioventricular (Kuhle J, 2015; Torkildsen O, 2016).

El natalizumab (Tysabri®; Biogen Idec, Inc., Elan Pharmaceuticals, Inc.) es un
anticuerpo monoclonal anti-a4-integrina, que impide la migraciéon leucocitaria a
través de la barrera hematoencefalica (BHE). Este farmaco ha demostrado reducir la
frecuencia de los brotes, la progresion de la enfermedad y las lesiones presentes en
las imagenes por RM (Horga A, 2011). El natalizumab ha supuesto un avance
considerable frente a la EMRR. Desde el 2006 esta aprobado por la Agencia Europea
del Medicamento (AEM) para el tratamiento de pacientes con EMRR: pacientes
adultos de 18 afos de edad o mayores con elevada actividad de la enfermedad
(comienzo de EM grave de rapida evolucion desde el inicio) o tras el fracaso
terapéutico con un inmunomodulador convencional (Fernandez O, 2015). A pesar de
ser un farmaco bien tolerado habitualmente, se han confirmado casos de
leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP) en pacientes con EM tratados con
este farmaco. LMP es una severa enfermedad desmielinizante causada por el virus de
John Cunningham (JCV) en el SNC (Dominguez-Mozo MI, 2016). El natalizumab es uno
de los farmacos de eleccion de los neurdlogos en pacientes JCV negativos, debido a la
alta reduccién en la tasa de recaidas anuales. Sin embargo, para pacientes JCV
positivos, la mayoria de neurdlogos prefieren fingolimod o alemtuzumab (Torkildsen

0, 2016).

El alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal recombinante dirigido frente a

CD52. Su mecanismo consiste en una eliminacion y repoblacién de linfocitos que
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disminuye las recaidas y el riesgo de progresidn. Esta terapia se asocia con un riesgo
incrementado en infecciones del tracto respiratorio superior y con infecciones del
tracto urinario. Presenta efectos a largo plazo sobre el sistema inmune, lo que puede
ser un tratamiento interesante en aquellos pacientes con una progresion de la EM
altamente activa. En un reciente estudio, un 70,1% de los pacientes tratados con
alemtuzumab permanecieron libres de nuevas lesiones y de actividad en la RM

(Arnold D, 2015).

La mitoxantrona es un derivado sintético de la antracenediona que interactuia
con el DNA. Es un potente agente inmunosupresor dirigido contra células inmunes
proliferativas, inhibiendo su proliferacién e induciendo la apoptosis de LT, LB vy
macroéfagos. A pesar de la eficacia mostrada en algunos estudios, en torno al 60-70%,
su uso esta disminuyendo debido al alto riesgo de complicaciones que presenta

(Torkildsen O, 2016).

El estudio de nuevos tratamientos se centra en la proteccion de la
discapacidad frente a nuevas recaidas, y no a la debida a la progresién de la
enfermedad. Aunque menos del 2% de los pacientes con EMRR evolucionaran a
formas progresivas de EM, es necesario un tratamiento personalizado en funcién de
las caracteristicas de los pacientes y de la progresidn de la EM. En diversos estudios
en los que se han comparado pacientes con tratamiento frente a la EM y pacientes
sin tratamiento, se ha sugerido que un tratamiento temprano de la EMRR podria
proteger frente a graves discapacidades, o incluso la muerte, debido a una lenta
progresion de la enfermedad en los pacientes con tratamiento (Hauser SL, 2013;

Torkildsen O, 2016).

El tratamiento ideal seria una terapia individualizada. Hoy en dia se trata de
proporcionar el tratamiento mas seguro capaz de eliminar tanto la clinica de los
pacientes con EM, como los hallazgos radiolégicos que muestran la actividad de la
enfermedad. Aquellos pacientes que presenten una progresion de la enfermedad con

recaidas que afecten a su discapacidad y/o nuevas lesiones en RM durante el Gltimo
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afio, deben ser reevaluados y considerarse un nuevo tratamiento con terapias mas

potentes (Torkildsen O, 2016).

La recuperacion de la funciéon neuroldgica de los pacientes con EM sera
posible si se desarrollan terapias enfocadas a la remielinizacién y regeneracién. En
esta linea se investigan futuras terapias basadas en células madres. Las células madre
mesenquimales se muestran como un tratamiento prometedor para la EM dadas sus
propiedades inmunoreguladoras y tréficas, ademds de considerarse una terapia

segura (Harris VK, 2015).

7. COMPONENTE INMUNOLOGICO

La EM se ha considerado historicamente, como una enfermedad
desmielinizante de origen autoinmune debida a una respuesta inmune anormal
frente a los antigenos del SNC; donde los LT son cruciales en el proceso
inmunopatolégico que induce el daio en la vaina de mielina. Hoy en dia se reconoce
como una enfermedad mucho mds compleja de lo que se predecia en estudios

iniciales (Hellings N, 2002; McFarland HF, 2007).

La inflamacidn aguda es la primera respuesta ante un estimulo dafiino (lesién
tisular, infecciones baterianas), implicando la liberacién de macréfagos y mastocitos,
seguido por la liberacién de mediadores inflamatorios (quimiocinas, citocinas,
aminas, péptidos vasoactivos). Cuando esta respuesta inmune innata no es exitosa
(no se consigue eliminar el agente infeccioso o no se consigue reparar el tejido

dafnado), se desencadena la respuesta inmune adaptativa.

La EM comienza con la formacién de una lesién inflamatoria aguda
caracterizada por la ruptura de la BHE. Esta lesién presenta frecuentemente una
clinica “silente”. La BHE es crucial en el mantenimiento de la homeostasis cerebral,
dado que restringe el intercambio de factores humorales y células entre la sangre y el
cerebro. La disfuncion de la BHE es clave en el inicio de algunas enfermedades

neuroldgicas inflamatorias entre las que se encuentra la EM y la NMO. Una vez que la
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BHE se ha visto afectada, comienzan a formarse focos desmielinizantes y se produce
la infiltracidn de LT alrededor de los pequefios vasos. La ruptura en la BHE provoca
gue con el tiempo, puedan observarse lesiones mediante RM. El grado de las lesiones
esta determinado por aspectos tanto inmunolégicos, como genéticos. Las lesiones en
la EM empeoran como consecuencia de una masiva infiltracion de LT, un aumento en
la expresion de las moléculas de adhesion en la superficie de las células endoteliales,
y ante la liberacion de citocinas y anticuerpos inflamatorios (McFarland HF, 2007:

Shimizu F, 2013).

En el SNC, la inflamacidon se caracteriza por la infiltracion de células
inmunitarias circulantes (principalmente neutrdéfilos y monocitos), y por la activaciéon
de células del SNC: células endoteliales, microglia y astrocitos (Farina C, 2007). Los
astrocitos ejercen una influencia critica en el fenotipo de la BHE debido a su estrecha
yuxtaposicion a la microvasculatura cerebral; permiten que la BHE mantenga su
integridad y su inactividad inmune a través de mecanismos dependientes del
contacto, y liberando factores esenciales solubles. Por el contrario, en condiciones
neuropatoldgicas, los astrocitos pueden liberar citocinas inflamatorias. Las neuronas
y la microglia modulan el fenotipo de la BHE mediante la liberacién de factores que
afectan al mantenimiento de la misma, mediante la expresion de moléculas inmunes
como quimiocinas y moléculas de adhesién celular. Todo ello, conduce a un
incremento de la permeabilidad de la BHE que tiene como consecuencia la migracién
leucocitaria al SNC a través de la BHE, que desencadena el desarrollo de las lesiones

en la EM (Larochelle C, 2011).

El estudio de la EM en modelos animales, como la encefalomielitis
autoinmune experimental (1), ha sido de gran importancia para constatar la
naturaleza inmunoldgica de la enfermedad. En la actualidad, estd ampliamente
aceptado que la respuesta inmune adaptativa es iniciada por las células CD4 de los
lintocitos T helper tipo 1 (LThl) [liberando interferén-y], y LTh17 [liberando
interleucina-17 (IL-17)], de manera similar a lo demostrado en la EAE (Figura 11). La
participacién de las células CD4 en el proceso mediado por LT, es consistente con la
asociacion de riesgo genético con moléculas de clase HLA-II. Se ha observado que los

genes de HLA-Il son los que confieren un mayor riesgo genético de EM. Ademas, se
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ha sugerido en diversas publicaciones, que las células CD8 de los LT también
participan en el desarrollo de lesiones en la EM. Una mayor frecuencia de células CD8
reconocen las proteinas de mielina en pacientes con EM respecto a pacientes sanos.
Se podria concluir que las lesiones en la EM son iniciadas por las células CD4, pero la

amplificacién y dafio es mediado por CD8 (McFarland HF, 2007; Legroux L, 2015).
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la EM. 1. Los antigenos solubles del SNC y las células presentadoras
de antigeno (CPAs), como las células dendriticas, que han engullido
mielina o antigenos neuronales pasan del SNC a los ganglios
linfaticos cervicales; 2. Las CPAs activan las células CD4 y CD8 de los
LT; 3. Los LT activados pasan de los ganglios linfaticos cervicales a la
sangre periférica, donde realizan la vigilancia inmunolégica; 4. Los
LT activados son capaces de atravesar la BHE debido a la elevada
expresion de los mediadores (receptores de quimiocinas, moléculas
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de adhesién, integrinas y citocinas); 5. Una vez que los LT han
atravesado la BHE, pueden ser localmente reactivados en el SNC; 6.
Los LThl, LTh17, células CD8 y macréfagos secretan mediadores
solubles de inflamacidn; 7. Estos mediadores solubles pueden danar
las estructuras de los oligodendrocitos unidos a las vainas de
mielina y de los axones de las neuronas, provocando el consecuente
proceso de desmielinizacion y causando dafio axonal.

A pesar del importante papel que juegan los LT en la patogénesis de la EM,
estudios histopatoldgicos han sugerido la participacién del sistema inmune humoral,
en el que intervienen los LB y las células plasmaticas productoras de anticuerpos.
Diversos estudios sugieren la implicacién de un agente infeccioso o de autoantigenos
en la patogénesis de la EM. Los anticuerpos frente a diferentes agentes infecciosos y
los autoantigenos que no forman parte del repertorio de IgG, parecen ser irrelevantes,

a pesar de haberse demostrado una relacion directa en algunos estudios.

Se han asociado diversos microorganismos con la EM, pero se ha observado
gue ninguno esta estrechamente vinculado con la enfermedad. A pesar de la sintesis
intratecal de anticuerpos frente a algunos virus en algunos pacientes, tampoco se han

podido correlacionar con la duracion ni la severidad de la enfermedad.

ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS MIELINICAS

Uno de los posibles autoantigenos que podria influir en la EM es la PBM. Las
diferencias metodoldgicas junto con la deteccién de actividad en grupos control,

indican la falta de especificidad para a la EM.

La GMO, componente menor de la mielina, presenta actividad secundaria a la
destruccidn tisular, y no es causante de la desmielinizacién, por lo que tampoco seria

un autoantigeno de interés en la patogenia de la EM.

Se han estudiado otros antigenos de mielina en pacientes con EM, que
tampoco han mostrado resultados satisfactorios: NCF1, presente en la superficie de los

oligodendrocitos; proteina proteolipidica (PLP), componente mds abundante de
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mielina; glicoproteina asociada a mielina (GAM); proteina especifica de

oligodendrocitos (PEO).

ANTICUERPOS CONTRA OTROS COMPONENTES DEL SNC

La B-arrestina o antigeno-S es una proteina soluble que se une a calcio, que
forma parte de las proteinas dominantes de la retina de mamiferos. Se han descrito
anticuerpos contra arrestina retiana y arrestina cerebral en pacientes con EM. La
autorreactividad frente a arrestina podria explicar el proceso de remielinizacion

defectuoso de la EM (Ohguro H, 1993).

Las heat shock proteins (HSP) o chaperonas, son proteinas que intervienen en
el correcto plegamiento de las proteinas sintetizadas o desnaturalizadas por el estrés
celular. Existen numerosas familias de HSP. Se conoce que los titulos de anticuerpos
contra la familia de HSP60 y HSP70, estan elevados en el LCR de pacientes con EM y

otras enfermedades neurolégicas (Birnbaum G, 1995).

Los neurofilamentos (Nf) son un componente principal del citoesqueleto axonal
y su numero estda correlacionado con su tamafio y forma. Los Nf estdn 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. Los Nf son expresados por los
axones y las células dendriticas. Se han visto niveles elevados de NfL y NfH en todos los
estadios de EM, siendo estos niveles mayores durante las recaidas y ante el
incremento de lesiones en las imagenes por RM. En estudios previos se ha observado
gue 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).

La AQP4 es un marcador altamente especifico para la NMO, dirigido contra el
canal acuoso aquaporina-4. Este marcador ha permitido demostrar un mecanismo

humoral patogénico diferenciado de la EM (Lennon VA, 2004).

Aunque se desconoce el papel de los LB en la patogénesis de la EM, es posible

gue tanto los LB como las células plasmaticas produzcan anticuerpos frente a algun
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agente infeccioso, aun no identificado, causante de la EM. En el proceso inflamatorio
del SNC, existe una poblacién de LB residentes en el LCR, que constituye
aproximadamente el 5% de las células del LCR. En este proceso inflamatorio, se
produce la maduracidn por afinidad dirigida por antigenos y la diferenciacién terminal
de los LB. Estos procesos contribuyen a la secrecion clonal de IgG, localizada dentro de
los infiltrados perivasculares y en los foliculos linfoides de las meninges del SNC.
Todavia no se ha determinado si las células productoras de Ig en la EM proceden de la
diferenciacién de los LB o de los LB de memoria. La presencia de 1gG en el SNC de
pacientes con EM estd bien establecida aunque no se ha podido confirmar la unién de

IgG a la superficie de las vainas de mielina (Burgoon MP, 2004; Cepok S, 2005).

Las inmunoglobulinas (lg) o anticuerpos, son las estructuras de reconocimiento
de los LB. Se localizan en la superficie de estas células, y una vez liberadas por los LB
maduros o por las células plasmaticas, se encuentran como moléculas efectoras libres.
Las Ig son proteinas heterodiméricas compuestas por dos cadenas ligeras (L), y dos
cadenas pesadas (H), unidas entre si por puentes disulfuro (Figura 12). Las cadenas
pesadas pueden ser de tipo v, 1, a, O y €, definiéndose 5 clases (isotipos) de Ig o
anticuerpos: I1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. Las cadenas ligeras pueden ser de dos tipos:
cadena k o cadena A, y cada Ig puede tener cualquiera de las dos, pero no las 2. Las Ig
estdan divididas funcionalmente en un dominio variable, con capacidad de
reconocimiento de los antigenos, y un dominio constante, con especificidad de las
funciones efectoras. Entre el dominio constante y el variable de las cadenas pesadas,
se encuentra una region denominada “bisagra” que confiere flexibilidad a las Ig. La
variabilidad de Ig estd determinada por un mecanismo que se produce tras la
exposicidon al antigeno. Con ayuda de los LT, los genes de los dominios variables sufren

una hipermutacién somatica (Schroeder HW, 2010).
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Figura 12. Estructura de una Ig. H=cadena pesada; L=cadena ligera;
Fab=dominio variable; Fc=dominio constante; N=extremo amino
terminal; C=extremo carboxi terminal; s-s=puente disulfuro; Gm vy
Km=alotipos (marcadores genéticos) (Schroeder HW, 2010).

Hay aproximadamente el doble de moléculas k que A. Cada cadena ligera libre
(CLL) contiene unos 220 aminoacidos en una cadena polipeptidica que se pliega para
formar los dominios constante y variable. Los dominios constantes presentan pocas
variaciones, mientras que los dominios variables presentan una enorme diversidad

estructural (Figura 13) (Bradwell AR, 2008).
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Figura 13: Estructura de una Ig (izquierda) y de las CLLk y A (derecha).
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Las CLL k se construyen a partir de 40 segmentos de genes Vk, 5 segmentos de
genes Jk y un gen Ck. Mientras que las CLL A se construyen a partir de 30 segmentos
de genes VA, 4 pares de segmentos de genes JA, y un gen CA (Figura 14). Las CLL se
incorporan a las Ig durante el desarrollo de los LB y se expresan inicialmente en la

superficie de las pre-células B.

En individuos normales se producen 500 mg/dia de CLL en la médula ésea y en
las células de los ganglios linfaticos. Estas moléculas pasan al torrente sanguineo y
rapidamente se dividen entre el compartimento intravascular y el extravascular. Las
células plasmaticas producen 1 de cada 5 cadenas pesadas junto con la CLL ¥ o A. Hay
un 40% de exceso de CLL aproximadamente respecto a las cadenas pesadas, lo que
permite una adecuada conformacién de las moléculas de Ig intactas. Las CLL «
normalmente son monoméricas, mientras que las CLL A suelen ser diméricas, unidas
por un puente disulfuro (Figura 15). En individuos normales, las CLL se aclaran vy
metabolizan rdpidamente a través de los rifiones segln su tamafo molecular. Las CLL
monoméricas (cadenas k) se aclaran en 2-4 horas con una tasa de filtrado glomerular
del 40%; las CLL diméricas (cadenas A) se aclaran en 3-6 horas con una tasa de filtrado

glomerular del 20%.
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Figura 14. Construccion de cadenas ligeras (CLL).
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Figura 15. Produccion de CLL. CLL x en forma

monomeérica; CLL A en forma dimérica.

8. PAPEL DEL LABORATORIO EN EL DIAGNOSTICO DE LA ESCLESORIS MULTIPLE

El laboratorio ha desarrollado un papel importante en la ayuda al diagndstico
de la EM. A comienzos del siglo XX, Freund mostré que la relacién de proteinas totales
en LCR respecto al suero en los humanos era similar a la relacién encontrada en
conejos inmunizados pasivamente, donde esta relacion resulté en 1/300. Se ha
estudiado ampliamente en varias condiciones neuroldgicas, que existen cambios en las
proporciones de proteinas en el LCR, y que la variacidn de proteinas séricas ejerce un

efecto en la composicion de las proteinas de LCR (Kabat EA, 1942).

En los pacientes con EM las concentraciones de albumina en LCR son similares a
las concentraciones en pacientes sanos. Sin embargo, las concentraciones de
globulinas gamma en pacientes con EM son significativamente mayores que en los
individuos sanos, por lo que la fraccién de gammaglobulinas debe sintetizarse en el
SNC en algunos pacientes con EM. Se estudid la posibilidad de que en Ia
“aparentemente” materia blanca normal del cerebro, que rodea las placas activas en la
EM, se encontraran concentraciones elevadas de gammaglobulinas debido a su
difusidn de las placas activas, donde se sintetizan las gammaglobulinas, a la materia
blanca. Se encontraron en muestras de materia blanca “normales” en las que la
cantidad de mielina era normal, concentraciones tan elevadas de gammaglobulinas o

incluso mayores, que en muestras que no contenian mielina. Esto apoyaba la teoria de
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que el exceso de gammaglobulinas en el tejido cerebral, no se debia a la existencia de
un anticuerpo de mielina en el cerebro de pacientes con EM como postulaban otros
autores en la época. Por otro lado, vieron una correlacién positiva entre la
concentracion de gammaglobulinas en las placas de desmielinizacién como resultado

de la EM y la concentracién de gammaglobulina en el LCR (Tourtellotte W, 1967).

Un incremento de los niveles de albimina en LCR puede ser debido a:

- Hemorragia dentro del espacio por dénde circula el LCR (espacio
subaracnoideo, ventriculos cerebrales, y canal epindimario)

- Valor elevado en suero persistente, se establece un equilibrio entre la
albumina presente en el suero y en el LCR

- Lesiones en los plexos coroideos, las secreciones contienen albumina

- Dano en la BHE, en el que se establece un gradiente de difusion por el que
la albumina en exceso pasa al LCR (ademas de otras proteinas séricas en
exceso).

- Bloqueo del flujo de LCR, en particular en el espacio subaracnoideo

En la EM los niveles de albimina sérica son normales. Si se produce un

incremento en la albumina en el LCR serd como resultado de un dano en la BHE.

Tourtellotte y Parker (1967, 1968) propusieron que la concentracién de
albdmina en el SNC corregida por el valor de albumina intravascular podia evaluar la
disfuncién de la BHE en condiciones no hemorragicas. La relaciéon de albumina
LCR:suero se establecié en 1:230 en individuos normales. Para IgG se establecid una
relacion suero:LCR de 1:300. La relacion albdmina:gammaglobulina es menor en LCR
gue en suero en los pacientes con EM y otras patologias, ademas, el porcentaje de

gammaglobulina en LCR es mucho mayor que en el suero.

Habia dos teorias que postulaban el posible origen del incremento de 1gG en el
SNC: por un lado, Kabat y cols (1948, 1950) y Cutler y cols (1967, 1970) sugirieron la
teoria de que se sintetizaba 1gG “de novo” en el SNC y éste difundia al LCR. Por otro
lado, Field (1954) postuldé que el incremento de IgG producido localmente en el SNC

procedia de la acumulacién de tejido linfoide en el SNC.
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En 1966 Tourtellotte y Parker establecieron una correlacion positiva entre la
concentracion de IgG en las placas de desmielinizacidon (en pacientes con EM) y su
concentracién en LCR. Sandberg-Wollheim y cols (1969) sugirieron que las células del
LCR eran estimuladas antigénicamente cuando el paciente estaba en recaida, pero no
cuando estaba en remisidn. Kabat y cols (1948) encontraron que la concentracion de
IgG en LCR variaba de acuerdo a la concentracién de proteina total, sin importar que
enfermedad era la causante de esa alteracién, incluso varios afios antes de que se
pudiera explicar cual era el mecanismo. Ademas, vieron un patrén para discriminar la
EM de otras patologias, en el que la relacién IgG:proteinas totales en la EM estaba
notablemente incrementada. Esta relacién normalizaba el incremento de 1gG en el LCR
debido a un dafio en la BHE, y en los casos en los que esta relaciéon estaba
incrementada, indicaba una sintesis “de novo” de IgG en el SNC. Schinko y
Tschabitscher (1959) al igual que Bergmann y cols (1964) expresaron los cambios de
gammaglobulina en términos de una relacion, gammaglobulina de
LCR:gammaglobulina sérica, viendo que estaba incrementado en pacientes con EM.
Tourtellotte y Parker (1965) propusieron un valor de normalidad para la fraccién en

suero de IgG/albumina de 0,35.

En aproximadamente un 20% de los pacientes con EM se ha visto hasta la fecha
una ligera disminucién en el flujo a través de la BHE. Ha sido ampliamente estudiado
gue en condiciones normales la totalidad de proteinas presentes en el LCR provienen
del suero que atraviesa la BHE por difusion pasiva. De acuerdo a las leyes de difusion,
las moléculas mas grandes, como la IgM, difunden mas lentamente, y van a presentar
un gradiente de concentracion suero:LCR mas amplio (3000:1) que otras moléculas
mas pequefias como la 1gG (500:1) o la albumina (200:1). Un incremento en la
concentracion sérica de proteinas implica una mayor concentracion en LCR, pero en
condiciones normales, el gradiente permanece constante en equilibrio. Esto se expresa
apropiadamente como razones LCR/suero. Por ejemplo, la razén 1gG fue descrita por

Tourtellotte en 1971:

IgGLcr (mg/L)
Albycr(mg/L)

Razon de IgG =
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También se debe considerar la velocidad de flujo del LCR, que modula la
concentracion de moléculas. En algunas enfermedades neurolégicas, una disminucién
de la velocidad de flujo resulta en un incremento de la concentracién de proteinas en

el LCR de origen sérico.

Dado que la albimina se origina exclusivamente en el higado pasando al
torrente sanguineo, una concentracién elevada de albumina en LCR siempre va a
implicar una disfuncion en la BHE, por lo que el cociente de albumina (Qap) €s un

marcador de la funcién de la BHE.

Albycg (mg/L)
Albgyero (mg/L)

Cociente de Albumina (Q,y,) =

Un incremento patolégico de proteinas en LCR puede deberse a la disfuncién
de la BHE con un decrecimiento de la velocidad de flujo del LCR acompanado o no de

sintesis intratecal.

Se ha encontrado en mas del 95% de los pacientes con EMCD, sintesis intratecal
de inmunoglobulinas, principalmente IgG (McLean BN, 1990). Sin embargo, esto
depende del método empleado para determinar la sintesis intratecal de IgG:

cualitativo o cuantitativo (Lunding J, 2000).

METODO CUALITATIVO PARA DETERMINACION DE SINTESIS INTRATECAL DE IgG

Cualitativamente, mediante analisis electroforético se observa la presencia de

BOCG en LCR en pacientes con EM pero no en el correspondiente suero.

La primera técnica empleada para la deteccién de proteinas en LCR fue la
electroforesis. Su principal limitacién era la baja sensibilidad, ademas de las grandes
cantidades de muestra que se necesitaban (alrededor de 70 mL de LCR) (Kabat EA,
1942). El isoelectroenfoque (IFE) en geles de agarosa supuso un avance importante en
este campo (Figura 16). Mediante IFE seguido de inmunofijacion, es posible detectar

BOCG empleando entre 2-4 microl de LCR (Petzold A, 2013).
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Figura 16. Mecanismo fisico del isoelectroenfoque: las

moléculas IgG con mads carga negativa migraran hacia el
anodo (polo +) y las que presenten menos cargas
negativas, migraran hacia el catodo (-). Para realizar este
estudio es fundamental mantener un gradiente
isoeléctrico durante todo el proceso (Petzold A, 2013).

Nos encontramos con diferentes patrones de bandas en el IFE seguido de
inmunofijacién. El patrdn mostrado permite realizar un diagndstico diferencial,

descartando otras patologias (Lunding J, 2000):

= Presencia de bandas exclusivas en LCR: en EM

= |déntico en suero y LCR, ausencia de bandas: patrén normal o activacién
sistémica inmune.

= Presencia de bandas exclusivas en LCR, junto con bandas idénticas en LCR y
suero: en EM y en enfermedades sistémicas de inflamacién del cerebro.

= |dénticas bandas en suero y LCR: en inflamacion sistémica.

= Bandas monoclonales en LCR y suero: en discrasia de células plasmaticas.

En la practica nos encontramos con 5 tipos de patrones tras la deteccion de

BOCG en LCR y suero de los pacientes (Figura 17):

1. Tipo 1: patron normal (presenta respuesta policlonal en suero y en LCR)
2. Tipo 2: respuesta tipica oligoclonal, se observan bandas discretas de IgG en
LCR, con una respuesta normal en suero (policlonal).

3. Tipo 3: patron “mayor que”, se observan mas bandas en LCR que en suero.
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4. Tipo 4: patron en “espejo”, se observan el mismo niumero de bandas en LCR
que en suero.
5. Tipo 5: respuesta monoclonal tipica de las paraproteinas, se observan varias

bandas especiadas regularmente.

Se consideran positivos para la EM los tipos 2 y 3, siempre que ademas, el

numero de BOCG diferentes en el LCR respecto al suero sea > 2.

A ,- Serum

CSF

B Serum N

DN CST )]

C R serum ] |
: S -
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) csF RIS
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Figura 17. Patrones de bandas BOCG: A. patron normal (tipo
1); B. sintesis local (tipo 2); C. patrén “mayor que” (tipo 3), se
observan mas bandas en LCR que en suero; D. patrén en
“espejo” (tipo 4), se observan el mismo niumero de bandas en
LCR que en suero; E. respuesta monoclonal tipica de las
paraproteinas, se observan varias bandas especiadas
regularmente (tipo 5); F. artefacto (Petzold A, 2013).

Una vez establecido el patron de bandas en pacientes con EM, este se
mantiene estable en el tiempo segln algunos estudios. Sélo en una minoria de
estudios se ha indicado una alteracién en las bandas, ya sea debida a un aumento, a
una disminucion o a cambios en la intensidad de las mismas durante la progresion de

la enfermedad (Petzold A, 2013). En un estudio realizado en 2012, se observé que tras
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el tratamiento con natalizumab, desaparecian las BOCG en un 16% de los pacientes

(Harrer A, 2013).

Se cree que los anticuerpos IgM desempeiian un papel clave en la evolucién de
la EM. Con tal propésito, se han detectado BOC IgM en el LCR de pacientes con EM. Se
ha observado en diversos estudios, que la sintesis intratecal de IgM predice una peor
evolucién de la enfermedad en las primeras etapas de la misma. Ademds, se asocia con
un curso de la enfermedad mas agresivo. Por tanto, la presencia de BOC IgM en LCR es

un marcador de mal prondstico de EM (Villar LM, 2003; Villar LM, 2005).

METODO CUANTITATIVO PARA DETERMINACION DE SINTESIS INTRATECAL DE IgG

Para poder demostrar la existencia de una sintesis intratecal de 1gG y poder
discriminarla de una disfuncién en la BHE, se propusieron diversos indices y férmulas
que, en relacién a las concentraciones observadas en el LCR de una proteina
exclusivamente sérica (albumina), estiman las concentraciones de IgG que tienen un
origen sérico, y por exclusién, aquellas que tienen un origen local en el SNC. Con tal
propdsito, se han descrito cerca de 20 férmulas para evaluar cuantitativamente la
sintesis intratecal de inmunoglobulinas que podemos dividir en dos grupos: lineales y
no lineales. Dentro de las férmulas lineales se encuentran el indice de IgG o indice de
Link, la férmula de Tourtellotte, los indices IgA, IgM, IgE y de cadenas ligeras. Por otro
lado, se han descrito férmulas que no siguen una distribucién lineal: el indice de
Thompson, los indices ampliados de Ohman, la férmula de Schuller, la de Reiber H.

(1980) y la de Reiber H. y Felgenhauer K. (Dorta-Contreras AJ, 2004).

Para determinar cual de estos indices y férmulas presenta una mayor utilidad
clinica, vamos a describir las mds importantes en detalle. Todos ellos basan sus
calculos en diferentes modelos de comportamiento de la BHE, ofreciendo resultados
poco coincidentes en la mayoria de los casos, de ahi la necesidad de seleccionar
aquella formula que presente una mejor especificidad con la menor pérdida de

sensibilidad.
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En 1971, Delpech y cols definen una ecuacién en la que relacionan el cociente
IlgG/albumina del LCR con el cociente IgG/albumina de suero, estableciendo un punto
de corte de 0,85 como valor superior de la distribucion normal (Delpech B, 1972). Esta
féormula para cuantificar la sintesis intratecal de IgG es conocida como indice de IgG o

indice de Tibbling-Link (Link H, 1977):

IgG Alb
Indice de IgG (Indice de Tibbling — Link) = BULCR X 4 Dsuero

IgGsuer‘o X AlbLCR

Tourtellotte y Parker establecieron una correlacién positiva entre la
concentracion de IgG en las placas de desmielinizacidon (en pacientes con EM) y su
concentracion en LCR. Tourtellotte describiria en 1969 uno de los primeros indices
para cuantificar los niveles de IgG sintetizados por el SNC en mg al dia (sintesis
intratecal), eliminando la IgG procedente de la disfuncién de la BHE en condiciones no
hemorragicas (Figura 18). Tourtellotte validdé dicha férmula empirica basandose en
estudios de isdtopos: empled IgG y albumina marcadas radiactivamente en suero, que
fueron seguidas desde el torrente sanguineo hasta al LCR durante 21 dias en 9
pacientes con EMCD. La tasa de sintesis de IgG fue calculada por el método de
intercambio de isétopos y comparada con los valores obtenidos mediante la férmula
empirica mostrando una buena correlacidn. Como consecuencia de estos estudios, la

sintesis de novo de IgG del SNC (indice de Tourtellotte) fue calculado como:

Sintesis intratecal de IgG en mg/dia =

IeG Alb IeG
- (s~ ) (- ) (B 1)
suero

En este estudio, la media encontrada en pacientes con EM de IgG sintetizada al

dia por el SNC fue de 16 mg/dia con un rango entre 0-100 mg (Tourtellotte W, 1970).
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En el adulto sano se
producen aproximadamente

ﬁ mg 1gG/100 mL LCR | 500 mL de LCR al dia
x5

N
ld

IgG
18G1cq =[l(18Gycx {5, 5|1 () x (Albycq 34,3

suero |

!

Media + 2DS de 1gG Media + 2DS de
de LCR en pacientes albdimina de LCR en
normales pacientes normales
IgG producido en IgG procedente de
exceso en el SNC dafio en la BHE

Figura 18. Formula descrita por Tourtellotte, se cuantifican los niveles de IgG sintetizados al
dia por el SNC en mg. Se obtiene mediante la diferencia del IgG producido en el SNC (calculado
a partir de la diferencia de IgG en LCR menos 5,5 unidades, que es la media + 2DS de IgG en
LCR en sujetos sanos) con el valor de IgG procedente de dafio en la BHE (calculado mediante la
multiplicacion de la fraccion 1gGsero/AlbUminage, por la diferencia de la albimina en LCR
menos 34,3 unidades, que es el valor de la media + 2DS de albimina en LCR en sujetos sanos).
Esta diferencia corresponde a los mg de 1gG/100 mL de LCR. Al dia se producen unos 500 mL
de LCR, por lo que el resultado se multiplica por 5.

El indice de Tourtellotte requiere sdélo una muestra de LCR vy suero
emparejados, que permite calcular la tasa de novo de sintesis de 1gG en el SNC de los

pacientes con EM (Tourtellotte WW, 1980).

Se han descrito indices para otras inmunoglobulinas de la misma manera que el
indice de IgG o indice de Link, para el calculo de la sintesis intratecal: indice IgA (Fryden
A, 1978), indice IgM (Sindic CJ, 1982), indice IgE (Sindic CJ, 1984) e indices de CLL para
las cadenas k y A (Fagnart OC, 1988).

Dentro de los indices no lineales descritos en la literatura, nos encontramos

con el indice logaritmico de Thompson (McLean BN, 1990):

1gGycr
IgGSuerO
Alb g | 71
AleuerO

Indice logaritmico de IgG = In
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Con el fin de mejorar el indice de IgG se desarrollé una nueva férmula no lineal:
el indice de 1gG ampliado o indice de Ohman (Ohman S, 1989), que presenta una
mayor sensibilidad, y disminuye el niumero de falsos positivos respecto al indice de

1gG:

IgGcr /I c

suero

1,12
Albycr
( /Albsuem>

Indice de Ohman =

En 1983 Schuller y cols describieron otra férmula no lineal en la que observaron
una sintesis local de IgG significativamente mayor en aquellos pacientes que
presentaban altos niveles de discapacidad ademas de un curso clinico progresivo de la
enfermedad, en comparacién con pacientes que presentaban menores grados de
discapacidad o con un curso de la enfermedad remitente recurrente. Este indice se

conoce como Férmula de Schuller (Schuller E, 1983):

, ] _ 1 I8Gsyero
Sintesis local de IgG (mg/L) = IgG;cr — (30 + (Albycgr — 240) X=X Tooo

La féormula propuesta por Reiber H. se basa en el hecho de que cuanto mayor es
el valor del Q,, menos densa es la BHE. Debido a este mayor radio hidrodinamico, la
lgG atraviesa la BHE con dificultad. La grafica de evaluacidon para diferentes

disfunciones de la BHE se describe en la figura 19.
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Figura 19. Reibergrama. Representacidn de las diferentes
disfunciones de la BHE divididas en 6 dareas en el que se
representa en el eje de ordenadas Qi y en el eje de abscisas
Q- 0: Rango bioldgico irrelevante. 1: Rango normal. 2: Rango
de disfuncion de la BHE con incremento proporcional de Qu, Y
Qgs. 3: Rango de disfuncion de la BHE con incremento
desproporcionado de Q. 4: Rango de disfuncién de la BHE
con sintesis intratecal de 1gG en el SNC. 5: Rango de sintesis
intratecal de 1gG en el SNC (Reiber H, 1980).

Los datos obtenidos en este estudio permitieron diferenciar entre dos tipos de
disfuncién de la BHE: en un caso tenia lugar un incremento proporcional de los
cocientes proteicos, y en otro caso este incremento no era proporcional con pérdida
de la funcién de filtro de la barrera. De acuerdo al grafico de la figura 19, el perfil
proteico se puede dividir en 5 rangos. Se muestran ejemplos de pacientes normales y

con EM presentados en el estudio de Reiber H. y cols en la figura 20.
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Figura 20. Reibergrama, resultados obtenidos en 2 pacientes, un sujeto sano y uno
con EM. En el eje de abscisas se representa Qu, (A); y en el eje de ordenadas se
representa Qi (l); Los puntos negros representan el valor de ambos cocientes para
cada sujeto. Derecha: Paciente control con un perfil normal; Izquierda: paciente con
enfermedad inflamatoria crénica del SNC (EM), en el que se observa un Qg
incrementado respecto al Q,, (Reiber H, 1980).

Reiber H describioé una férmula para calcular la fraccion de IgG patoldgica (IgGp)
mediante la cual, cualquier valor de IgGp > 0 confirmaba una produccién local de IgG

con una probabilidad de un 96%:

Albycr
Ing = IgGLCR - <0,43 X ———+ 0;001> X IgGsueI‘O
AleuerO

Esta formula esta limitada al uso sélo en aquellos casos en los que no haya

interferencias debidas a la disfuncion de la BHE (Q,p < 7,4) (Reiber H, 1980).

Debido a la clarificacién de los principios matematicos de la transferencia de
proteinas en la BHE fue posible cuantificar la sintesis intratecal de proteinas
empleando una férmula mejorada a la propuesta por Reiber H para la determinacién
de la fraccién de IgGp. La formula de Reiber y Felgenhauer se describié para las

inmunoglobulinas G, Ay M:

IgX (local) = [Q(IgX) —% Q(AID)Z + b2 + ] X IgX suero

[Donde X= G, A 0 M; Para IgG: a/b= 0,8; b’=15; c=1,8. Para IgA: a/b= 0,72; b*=80; c=5,1. Para
IgM: a/b=0,65: b*=150; c=7,5.]
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Por tanto, la férmula de Reiber y Felgenhauer para IgG se representa (Reiber H,

1987):

2

IgG Alb
_BUILCR _ g g ( LCR ) + 15 + 1,8|x IG syero

I8Gjocal (mg/L) = A
suero

IgGsuero

La formula de Reiber y el indice de Ohman son las que presentan una mayor
especificidad con la menor pérdida de sensibilidad segun el estudio publicado por

Cordero My cols. (Cordero M, 1997).

Para facilitar el analisis e interpretacion de los resultados obtenidos mediante
las férmulas descritas se ha desarrollado software para su andlisis acoplado a los
nefelémetros. Se ha comprobado en la relacién no lineal entre Qigg y Qaib, que la mejor
relacion numérica o grafica es la linea de discriminacion hiperbdlica conocida como

Reibergrama (Dorta-Contreras AJ, 2004).

El diagrama de las razones de Reiber o Reibergrama es un elemento esencial en
el andlisis del LCR en las enfermedades neuroldgicas, y en ellos se analiza de forma
integrada, la funcionalidad de la BHE y la sintesis intratecal de inmunoglobulinas. Para
confeccionar los Reibergramas se cuantifican los niveles de albumina, IgG, IgA e IgM

tanto en suero como en LCR en el nefeldmetro.

Las curvas siguen una distribucion hiperbdlica obtenida experimentalmente a
partir de miles de perfiles de LCR donde se comprobd que a medida que aumenta Qapp

se incrementa Qug (Figura 21).
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Figura 21. Reibergrama para IgG. Se
representa Q. en el eje de abscisas,
y Qg en el eje de ordenadas.
Clasificacién por regiones: (1) Rango
normal; (2) disfuncién de la BHE; (3)
disfunciéon de la BHE con sintesis
intratecal de IgG en el SNC; (4)
sintesis intratecal de IgG en el SNC;
(5) cualquier valor en esta area indica
un error metodoldgico.

En 1986 Rudick y cols. publicaron un estudio en el que cuantificaron las CLL k y
A empleando el radioinmunoensayo (RIA). La falta de sensibilidad y especificidad hasta
la fecha dificultd la determinacién de las CLL. En este estudio un 84% de los pacientes
con EM presentaron CLL k detectables mientras que en el grupo control, sdlo

presentaban CLL k detectables el 2,4% de los pacientes (Rudick RA, 1986).

La determinacién de CLL no ha sido facil debido a dos hechos: la poca
sensibilidad y la baja especificidad de los métodos existentes. La baja concentracién de
CLL en suero y en LCR ha hecho necesaria la busqueda de técnicas con una alta
sensibilidad. El desarrollo de métodos basados en anticuerpos ha permitido superar
estas dificultades. Se han desarrollado diferentes inmunoensayos:

inmunoelectroforesis, western blot, ensayo de hemoaglutinacion y nefelometria.

Un paso critico en el desarrollo de inmunoensayos es la seleccion de

anticuerpos frente a CLL x y CLL A respectivamente. Los primeros ensayos empleaban
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anticuerpos policlonales, pero su especificidad no era buena. Los anticuerpos

monoclonales permitieron mejorar la especificidad de las determinaciones.

Actualmente, se emplean métodos de nefelometria y tubidimetria para
determinar las CLL. Una de las limitaciones de la nefelometria, es el exceso de Ag. En
los ensayos se pueden infravalorar concentraciones muy elevadas de proteinas.
Algunos equipos de medicién identifican estos problemas y recomiendan diluir la

muestra (Bradwell AR, 2010).

Una de las principales ventajas que presenta la determinacién de CLL mediante
nefelometria, ademdas de ser un método cuantitativo, es que es automatizable y no
depende de la habilidad y experiencia del personal de laboratorio. Esto permite que
pueda estandarizarse y emplearse de forma rutinaria en los laboratorios clinicos. Esta
metodologia presenta buena linealidad y reproducibilidad en la cuantificacién de las
CLL en suero. Las CLL en LCR a pesar de presentar valores 10 veces inferiores a los de

suero en condiciones normales, presentan una alta linealidad y reproducibilidad.

Los valores elevados de CLL k en LCR en pacientes con SNA pueden predecir la
conversion a EM. En un estudio realizado por Villar LM et al. en 2012, se obtuvo un
punto de corte para las CLL k de 0,53 mg/L (sensibilidad 90%,; especificidad 82,14%)
(Villar LM, 2012). En otro estudio realizado, el punto de corte para las CLL x fue de 0,87
mg/L (sensibilidad 96,2%; especificidad 98,1%) (Hassan Smith G, 2014).

Se ha empleado el indice k en diversos estudios, calculado como:

CLL kappaycgr x Albgero

Indice k =
Tl E e CLL kappagyero X Albycr

Este indice considera la funcidon de la BHE, mejorando la precisién en el analisis
de las CLL y evitando falsos positivos debidos a la disfuncién de la BHE. Las CLL A han
mostrado menor relevancia en diversos estudios, al presentar valores inferiores de
sensibilidad y especificidad clinica en el estudio de la EM. En los diferentes estudios en

los que se ha determinado el punto de corte para la conversion de SNA a EM se han
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obtenido valores para el indice k de: 20 (sensibilidad 69,7%; especificidad 81,8%)
(Desplat-Jego S, 2005); 5,9 (sensibilidad 96%; especificidad 86%) (Presslauer S, 2008;
Presslauer S, 2014); y 12 (sensibilidad 95%; especificidad 91%) (Duranti F, 2013). En

todos ellos se han determinado las CLL mediante nefelometria.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Es de gran importancia establecer un diagndstico temprano de la EM, para
tratar de evitar o disminuir en la medida de lo posible el avance y progresion de la
enfermedad, mediante una terapia adecuada. Como se ha descrito en la introduccién,
el laboratorio sirve de apoyo al diagndstico de esta patologia. Lo ideal seria disponer
de un biomarcador con una sensibilidad y especificidad préximas al 100%, ademas de
ser reproducible, fiable, sencillo de realizar y de bajo coste. Con tal fin, se ha planteado
el presente estudio, cuyo objetivo principal es evaluar la utilidad clinica del
biomarcador kappa en la conversidn de pacientes con SNA a EM, empleando para ello

el indice kappa.
Para ello se han planteado una serie de hipdtesis y objetivos secundarios:

» Evaluar el valor predictivo de los niveles altos de CLL k y A en LCR como
marcador de conversién a EMCD en nuestra cohorte de pacientes.

» Calcular la especificidad y sensibilidad de las CLL k y A en LCR, y del indice
kappa respecto al diagndstico temprano de EM.

» Establecer un punto de corte para el indice kappa, que permita diferenciar los
SNA que han progresado a EM de los que se han mantenido estables.

» Establecer la correlacion entre el indice kappa y el indice de Tibbling-Link o
Indice 1gG, que se emplea actualmente en el hospital como prueba paraclinica
de laboratorio de apoyo al diagndstico de la EM.

» Estudiar la concordancia entre el indice kappa y las BOCG, también empleadas
actualmente como prueba paraclinica de laboratorio de apoyo al diagndstico
de la EM.

» Relacionar los valores del indice kappa y los parametros clinicos habituales de
diagndstico de la EM, como son los pardmetros de RM o los de discapacidad del

paciente (EDSS) a lo largo de su historia natural.
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DISENO Y METODOLOGIA

1. SELECCION DE MUESTRAS

Para la realizacion de esta tesis doctoral se seleccionaron las muestras de
pacientes cedidas por el Nodo Biobanco Hospitalario Virgen Macarena [Biobanco del
Sistema Sanitario Publico de Andalucia (BBSSPA) (Sevilla). Todos los pacientes firmaron
un consentimiento informado para la extraccién de las muestras de LCR y suero, y para
los estudios de investigacion biomédica (ver modelo en anexo 1). Todos los
consentimientos informados fueron regulados y aprobados por el Comité Etico de
Investigacion del centro Hospital Universitario Virgen Macarena (Sevilla) en mayo de
2013 (se incluye copia en el anexo 2). Una ampliacién del estudio, fue igualmente
regulada y aprobada por el Comité Etico de Investigacidon de los Hospitales
Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio (Sevilla) en abril de 2016 (se incluye
copia en el anexo 3). Se asume que todas las muestras y datos cedidos por el Biobanco
cumplen los requisitos de calidad y trazabilidad adecuados ademas de lo exigido en
cuanto a muestras para investigacion biomédica se trata respecto a la legislacion

vigente.

ESTUDIO PILOTO

Mediante un estudio transversal retrospectivo se realizd un estudio piloto para
evaluar la utilidad clinica del indice kappa como marcador de conversion a EMCD. Para
el grupo de estudio se selecciond la cohorte de pacientes del drea Hospitalaria Virgen
Macarena compuesta por aquellos sujetos a los que se les habia realizado una puncién
lumbar por presentar SNA como prueba complementaria para su diagndstico
definitivo. Se seleccionaron las muestras del Biobanco, coleccién paralela a la de rutina
en la que se habia seguido un control de las mismas. Las condiciones preanaliticas eran
conocidas, y podemos asegurar que las muestras no habian sido sometidas a ningun
ciclo de congelacién-descongelacion previo al estudio. Se emplearon muestras

pareadas de LCR y suero de los sujetos en estudio.
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Como grupo control se utilizaron muestras de pacientes, preferentemente lo
mas homogéneas posible tanto en edad como en diagndstico. Dentro de este grupo,

definimos tres subgrupos:

= Un grupo mdas homogéneo en el que todos los pacientes presentaban
Hidrocefalia Normotensiva (HN)

= Un segundo grupo en el que se incluyeron pacientes que presentaban
enfermedad neurolédgica no inflamatoria (ENNI) diferente de HN (Esclerosis
lateral amiotrofica (ELA), mareo, epilepsia, dolor facial, dolor de cabeza,
miscelanea)

= Un tercer grupo en el que se incluyeron pacientes con enfermedades
neuroldgicas inflamatorias (ENI) diferentes de la EM (sindrome de Sjogren,

vasculitis, sindrome de Devic, miscelanea)

Como grupo casos se incluyeron aquellos pacientes ya diagnosticados, que
habian presentado un SNA como primer evento clinico y un estudio de BOCG como
apoyo a su diagndstico. Ademas se seleccionaron aquellos sujetos que llevaban al
menos dos afos de seguimiento tras la presentacién de la primera clinica. Los criterios

de exclusion se detallan a continuacion:

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 mostrar un dato errdneo en su determinacién.

El grupo casos se dividid en 2 subgrupos: SNA y EMRR. Todos los diagndsticos de
los pacientes con EMCD se realizaron mediante la evaluacion clinica y la RM del
paciente, considerando los criterios de McDonald, y con apoyo de las pruebas de

laboratorio (determinacion de BOCG).

En la tabla 5 se definen las caracteristicas de cada grupo de estudio:
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EDAD MEDIA
PACIENTES (N) MUJERES (%)
(rango)

GRUPO CONTROL

Grupo 1: HN 41 75,72 (40-87) 11 (26,8)

Grupo 2: ENNI 15 39,11 (15-71) 10 (66,7)

Grupo 3: ENI 14 44,77 (30-75) 9 (64,3)
TOTAL 70 61,69 (15-87) 30 (42,9)
GRUPO CASOS

Grupo 4: SNA 77 35,26 (15-62) 60 (77,9)

Grupo 5: EMRR 29 34,81 (17-57) 17 (58,6)
TOTAL

176 45,70 (15-87) 107 (60,8)

PACIENTES

Tabla 5. Caracteristicas de cada grupo de estudio: grupo control y grupo casos, en relacién al
numero de pacientes, edad y sexo, divididos a su vez en subgrupos. Grupo 1: Hidrocefalia
Normotensiva (HN); Grupo 2: enfermedades neuroldgicas no inflamatorias (ENNI) diferentes
de la HN; Grupo 3: enfermedades neurolégicas inflamatorias (ENI) diferentes de la EM; Grupo
4: Sindrome Neurologicamente Aislado (SNA); Grupo 5: Esclerosis Multiple Remitente
Recurrente (EMRR).

AMPLIACION DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio longitudinal prospectivo para validar la informacion
obtenida en el estudio piloto. La cohorte de estudio estaba formada por pacientes con
sospecha de EM a los que se les realizd una punciéon lumbar. Los diagndsticos
definitivos de los pacientes con EM se realizaron mediante la evaluacién clinicay la RM
del paciente (criterios de McDonald), y con apoyo de las pruebas de laboratorio
(determinacion de BOCG). Tras la presentacion de la primera clinica, se realizé el
seguimiento de estos pacientes durante un afio. Todos los sujetos procedian de la

Unidad de Gestién Clinica de neurologia del drea Hospitalaria Virgen Macarena. Se
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dividié a los pacientes en dos grupos de estudio de acuerdo al punto de corte
establecido para el indice kappa en el estudio piloto, grupo 1 (indice kappa normal), y
grupo 2 (indice kappa patoldgico) (ver tabla 6). Al igual que en el estudio piloto, se
excluyeron los pacientes pediatricos con edades inferiores a 14 afos, por ser casos

atipicos de EM muy temprana.

EDAD MEDIA
PACIENTES (N) MUJERES (%)
(rango)
GRUPO 1 (indice
. 34 39,25 (22-73) 21 (61,8)

kappa patoldgico)
GRUPO 2 (indice

124 50,09 (15-89) 68 (54,8)
kappa normal)
TOTAL

158 48,43 (15-89) 89 (56,3)
PACIENTES

Tabla 6. Caracteristicas de cada grupo de estudio en relacién al nUmero de pacientes, edad y
sexo; Grupo 1: indice kappa patoldgico, Grupo 2: indice kappa normal.

2. OBTENCION, PROCESAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El LCR se extrae mediante puncidn lumbar previo consentimiento firmado del
paciente (documento mostrado en el anexo 1). Una vez separadas las células del LCR
se alicuota y conserva a una temperatura de -80°C en condiciones de Biobanco hasta
su posterior uso (tiempo desde la extraccion de la muestra hasta su conservacion a -
80°C inferior a 2 horas). A la vez, se toma una muestra de sangre del paciente para la
obtencidn posterior del suero. Con el LCR y el suero se realiza la determinacion de las
BOCG como ayuda al diagnéstico de manera asistencial. Previa firma del
consentimiento informado de Biobanco el material excedente de las pruebas
diagndsticas se almacena en los equipos frigorificos del Biobanco para su posterior uso

en proyectos de investigacion.
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3. PARAMETROS DE LABORATORIO

CUANTIFICACION DE CADENAS LIGERAS LIBRES EN LCR Y EN SUERO

NEFELOMETRIA

En el estudio piloto los niveles de CLL han sido cuantificados mediante una
técnica nefelométrica en el equipo BNI™ (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.),
usando el kit para kappa libre humana Freelite® (The Binding Site Group Ltd.,
Birmingham, UK) y el kit para lambda libre humana Freelite® (The Binding Site Group
Ltd., Birmingham, UK). La determinacidn se realizé siguiendo el protocolo establecido
para la determinacién de Freelite® en el BNII™ segun el fabricante del reactivo (The
Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK). El analizador BNII™ es un sistema cerrado.
Los reactivos se introducen en el equipo en viales destapados y a temperatura

ambiente, al igual que los viales para la realizacion de la calibracion y de los controles.
PRINCIPIO DEL TEST

Empleamos la técnica de nefelometria de punto final para la cuantificacién de
las CLL en suero y en LCR (Figura 22). Esta determinacion consiste en la determinacién
de un antigeno soluble, CLL ¥ o CLL A respectivamente. Se afiade la muestra a la
cubeta de reaccion que contiene una solucidn con el anticuerpo correspondiente.
Durante la reaccién Antigeno-Anticuerpo un rayo de luz pasa a través de la cubeta
incrementando su intensidad mientras se forman complejos inmunolégicos insolubles.
Se mide la luz dispersada en un angulo fijo de 13-24° respecto a la luz incidente. El
anticuerpo presente en la cubeta estd en exceso, por lo que la cantidad de complejo
inmunolégico formado sera proporcional a la concentracion del antigeno. El
nefeldmetro BN™Il 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 para CLL k o para CLL A fijado en dichas particulas, con
lo que se consigue aumentar la sensibilidad de las mediciones (Figura 23). Esto se basa
en que el aumento del tamafio final del complejo inmunoldgico formado, al estar

unido al Iatex, permite detectar concentraciones bajas de antigeno.
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Id
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\ 15-90 DISPERSADA /

Figura 22. Esquema de un detector turbidimétrico y de un nefelémetro. El detector de
turbidimetria se sitia a 180° y mide la luz transmitida por la fuente de luz. El detector de
nefelometria se sitla entre 15-90° y mide la luz dispersada ganando sensibilidad respecto al

detector de turbidimetria.

A B
Se mide MUESTRA (Ag) ©
mediante la \
nefelometria la —
cantidad de luz 1

dispersada por el
complejo Ag-Ac

La luz pasas a través de |,:artICUIZS. d‘t? A?.se une aII Ac
la cubeta que contiene atex recubiertas IJadO en las
con el Ac particulas de latex

el complejo Ag-Ac

Figura 23. Mecanismo de las técnicas nefelométricas. En la figura A se representa la
dispersion de la luz que ocurre al pasar el haz de luz a través de la cubeta que contiene los
complejos Ag-Ac. En la figura B se muestra la interaccién de los Ag de la muestra con los Ac de

las particulas de latex.
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REACTIVOS

Reactivo Latex: anticuerpo monoespecifico fijado a particulas de latex
poliestireno. Lleva un conservante incluido formado por 0,05% de ProClin™*, 0,1% de

acido E-amino-n-caproico (EACA) y 0,01% de benzamidina.

Calibradores y controles: sueros humanos normales con CLL policlonales Kappa
y Lambda respectivamente. Se encuentran 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 sddica.
*ProClin™ es una marca registrada de Rohm and Haas Corp., Philadelphia, PA.
CALIBRACION

Para asegurar la calidad de las determinaciones, se realizé una calibracion (6
puntos) al comienzo del estudio. La concentracidn de antigeno de los calibradores es
conocida, y se emplea para realizar una curva de calibracion sobre la relacién entre la
medicion de la luz difundida y la concentracion de antigeno. Las muestras con
concentracion de antigeno desconocida pueden ensayarse y leerse los resultados en la

curva de calibracion.

Los 6 puntos de la curva de calibracidon se obtienen de las diluciones que realiza
el equipo: 1/10; 1/20; 1/40; 1/80; 1/160; y 1/320. En las tablas 7 y 8 se muestran las
mediciones de la luz difundida (bits) y las concentraciones de antigeno (mg/L) de
ambas series de calibradores, kappa libre humano y lambda libre humano
respectivamente; también se indican las desviaciones respecto al valor verdadero y la
desviacion media para kappa libre humano y lambda libre humano. Ademads se

muestra la representacion grafica de las curvas de calibracion (Figuras 24 y 25).
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PUNTO  DILUCION CONCENTRACION (mg/L)  VALOR (bits)  DESVIACION

1 1/320 0,0534 147 -0,44
2 1/160 0,1069 284 1,91
3 1/80 0,2438 549 -3,14
4 1/40 0,4275 1227 4,29
5 1/20 0,8550 2248 -3,75
6 1/10 1,7100 4194 1,28

Calibracidén para CLL kappa 2,47

Tabla 7. Datos obtenidos para la calibracion de CLL k en el BNII™. Se indican las
diluciones empleadas para cada punto de la curva, con sus correspondientes
concentraciones (mg/L), el valor de la medicidn de la luz difundida (bits) y la desviacion
de cada punto respecto al valor verdadero.

Valor [Bit]

3.000,0 3—
2.000,0 =

1.000,0 +

[Conc.mg/l]

Figura 24. Representacion grafica de la curva de calibracion obtenida para la determinacién
de los valores de CLL ¥ en el BNII™. 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 concentracién de

CLL x en mg/L para cada punto de la curva de calibracién.
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PUNTO  DILUCION CONCENTRACION (mg/L)  VALOR (bits)  DESVIACION

1 1/320 0,0490 108 -2,11
2 1/160 0,0981 250 5,46
3 1/80 0,1961 535 -3,06
4 1/40 0,3922 1330 -1,72
5 1/20 0,7845 3379 4,39
6 1/10 1,5690 6639 -2,52

Calibracidén para CLL lambda 3,21

Tabla 8. Datos obtenidos para la calibracion de CLL A en el BNII™. Se indican las
diluciones empleadas para cada punto de la curva, con sus correspondientes
concentraciones (mg/L), el valor de la medicién de la luz difundida (bits) y la desviacion
de cada punto respecto al valor verdadero.

Valor [Bit]

5.000,0

[ IR |8

3.000,0
2.000,0

1.000,0 -

.2 T r T

0,5 1,0 1.5

[Conc.mg/l]

Figura 25. Representacion grafica de la curva de calibracion obtenida para la determinacién
de los valores de CLL A en el BNII™. 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 concentracién de

CLL A en mg/L para cada punto de la curva de calibracién.

El analizador esta preparado para rechazar las curvas de calibracién con una

desviacién media de todos los puntos de > 7%. En aquellos casos en los que el valor

medio es aceptado, debe rechazarse si en alguno de los puntos la desviacién es > 10%.
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Durante la realizacion del estudio no fue necesario realizar nuevas
calibraciones. El lote de los controles y reactivos se mantuvo a lo largo del analisis. Se
deben realizar nuevas curvas de calibracion cuando se realice un cambio en los lotes
de los controles y/o reactivos. En el caso de que alguno de los controles se encontrara
fuera del rango aceptado, estariamos ante otra situacidon en la que seria necesario

repetir la curva de calibracion.
CONTROLES

Antes de proceder a analizar las muestras se procesaron diariamente un control
de calidad bajo (QC1) y un control de calidad alto (QC2) para la determinacién de CLL
y CLL A respectivamente. El volumen minimo de muestra para poder realizar las

determinaciones es de 300 plL.

Los controles fueron rechazados para desviaciones > 1,96*DS. Se representan
en las figuras 26-29 los graficos de Levey-Jennings que recogen los resultados de los
controles medidos al comienzo de cada dia de estudio: QC1 y QC2 para CLL k y CLL A
respectivamente. La linea continua representa el valor medio esperado para cada QC,

y las lineas punteadas representan 1,96*DS.

20

L

CONCENTRACION QC1 KAPPA LIBRE (mg/L)
Ne

Figura 26. Grafico de Levey-Jennings para los controles QC1 (nivel bajo)
de CLL x en el BNII™.
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Figura 27. Grafico de Levey-Jennings para los controles QC2 (nivel alto)
de CLL k en el BNII™.
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Figura 28. Grafico de Levey-Jennings para los controles QC1 (nivel bajo)
de CLL A en el BNII™.
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Figura 29. Grafico de Levey-Jennings para los controles QC2 (nivel alto)
de CLLA en el BNII™.

Los coeficientes de variacion (CV) mas bajos se obtuvieron para los valores
bajos de los QC, tanto para las CLL k, como para las CLL A, 8,43% y 4,28%
respectivamente. Como se observa en las figuras 26-29, todos los puntos de QC se
encuentran dentro del rango de aceptacion de la media + 1,96*DS (ver resto de datos

de QC en tabla 9).
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CLL KAPPA CLL LAMBDA

ac1 Qc2 Qc1 Qc2
VALOR ASIGNADO (mg/L) 13,10 27,60 27,90 57,50
MEDIA VALORES
S 12,89 26,73 26,33 51,28
DS 1,0876 2,4718 1,1280 3,7231
cv 0,0843 0,0924 0,0428 0,0726
CV (%) 8,43 9,24 4,28 7,26
MEDIA + 1,96*DS 10,76-15,02 | 21,88-31,57 | 24,12-28,54 | 43,98-58,58

Tabla 9. Datos obtenidos para los controles procesados en el equipo BNII™: valor asignado por el
fabricante (mg/L), media de los valores medidos (mg/L), desviacion estandar (DS), y coeficiente de
variacion (CV) para cada control. Ademas, se indica el intervalo de aceptacion de los controles
empleando la media calculada + 1,96*DS.

MUESTRAS

Como ya se ha indicado, el volumen minimo de muestra para poder realizar las
determinaciones es de 300 uL. Las muestras de LCR se procesaron sin necesidad de
hacer diluciones en primera instancia. Sin embargo, las muestras de suero al presentar
concentraciones mayores de CLL fueron diluidas directamente a 1/100 de manera

automatica por el equipo de medicidén.

Para algunas de las muestras fue necesario realizar diluciones mayores (en el
caso de LCR): 1/5, 1/20 y 1/100; o diluciones menores (para el caso del suero) 1/20,
1/5 y 1/1 para poder cuantificar las muestras dentro de los rangos de medicién del
equipo. Todas las diluciones fueron realizadas automaticamente por el equipo de

medicion una vez programadas en el mismo.

En la tabla 10 se representan los rangos de medicién aproximados segun las
diluciones automaticas empleadas por el equipo de medicién BNII™. La sensibilidad del

equipo es de 0,05 mg/L.
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DILUCION RANGO APROXIMADO (mg/L)
1/1 0,05-1,9
1/5 0,3-9,5
1/20 1,2-38,0
1/100 5,9-190

Tabla 10. Rangos de medicién para las CLL segun la
dilucion de la muestra en el BNII™.

La dilucion estandar a 1/100 para los sueros, proporciona un rango de medicién
aproximado de 5,9-190 mg/L, dentro del cual se sitian los valores normales de CLL en
suero. Los valores normales de referencia en suero de adultos para CLL k incluyen el
intervalo 3,3-19,4 mg/L; y para CLL A 5,7-26,3 mg/L (Katzmann JA, 2002). Para CLL en

LCR no se han determinado los valores normales de referencia.

Las limitaciones en las medidas nefelométricas en cuanto al exceso de Ag, se
solventan con la dilucién de las muestras que presentan valores elevados de CLL
(Bradwell AR, 2008). Es el procedimiento que hemos seguido en nuestro estudio para

evitar las interferencias debidas al exceso de Ag.

Los LCR se realizan a 1/1, es decir, sin dilucién, lo que proporciona una
sensibilidad en las mediciones de 0,05 mg/L. Usando una dilucién de 1/5 en las

muestras se consigue una sensibilidad de 0,3 mg/L.

Dentro de las caracteristicas técnicas proporcionadas por el fabricante, se
indica la precision obtenida en el estudio de CLL en suero: en el intraensayo se
realizaron 10 mediciones para cada muestra en la misma serie de analisis, y para el
interensayo se analizaron las muestras en 10 series de andlisis diferentes (resultados
en tabla 11). Para el estudio de precision de las CLL en LCR, se siguieron las guias CLSI
(Clinical & Laboratory Standards Institute) User Verification of Performance for
Precision and Trueness: Approved Guideline- Second Edition (EP15-A2), se realizaron
mediciones de cada muestra durante 5 dias, realizando dos repeticiones por dia

(resultados en tabla 12).
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INTRAENSAYO PARA CLL (SUERO)

Suero 1 Suero 2 Suero 3
MEDIA (mg/L) 13,56 32,76 51,06
CV (%) 3,10 4,84 4,23

INTERENSAYO PARA CLL (SUERO)

Suero 1 Suero 2 Suero 3
MEDIA (mg/L) 12,02 32,17 54,66
CV (%) 6,27 8,38 7,40

Tabla 11. Estudio de precision para CLL en suero para el equipo de mediciéon BNII™ (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc.) proporcionado por el fabricante.

INTRAENSAYO PARA CLL (LCR)

LCR1 LCR 2 LCR 3
MEDIA (mg/L) 0,10 0,54 1,20
CV (%) 13 3,3 2,8

INTERENSAYO PARA CLL (LCR)

LCR 1 LCR 2 LCR 3
MEDIA (mg/L) 0,1 0,54 1,20
CV (%) 2,1 0,0 1,7

Tabla 12. Estudio de precisiéon para CLL en LCR para el equipo de medicion BNII™ (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc.) proporcionado por el fabricante.

TURBIDIMETRIA

Para la ampliacién del estudio, y debido a cambios en la gestién del laboratorio
de inmunologia, se modificé el equipo de medicién de CLL. Se cuantificaron las
muestras mediante turbidimetria en el equipo SpaPlus® (The Binding Site Group Ltd.,
Birmingham, UK), usando el kit para kappa libre humana Freelite® (The Binding Site
Group Ltd., Birmingham, UK). La determinacién se realizd siguiendo el protocolo

establecido por el fabricante. El analizador SpaPlus® es un sistema cerrado. Los
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reactivos se introducen en viales destapados a temperatura ambiente, al igual que los

viales para la realizacion de la calibracion y los controles.
PRINCIPIO DEL TEST

Empleamos la técnica de turbidimetria para determinar el antigeno soluble
presente en la muestra, que permite cuantificar las CLL k en suero y en LCR (Figura 22).
Se afiade la muestra a la cubeta de reaccién que contiene una solucién con el
anticuerpo correspondiente. Durante la reaccién Antigeno-Anticuerpo se hace incidir
un haz de luz, que incrementa la dispersion de la misma a medida que se van
formando los complejos inmunolégicos insolubles. Se mide la disminucion de la
intensidad de luz que incide sobre la muestra, es decir, se mide la luz transmitida. El
anticuerpo presente en la cubeta estd en exceso, por lo que la cantidad de complejo
inmunolégico formado sera proporcional a la concentracion del antigeno. Se
incrementa la sensibilidad de la técnica mediante la unidn del anticuerpo a particulas
de mayor tamano que incrementan la sefal emitida por el paso de la luz a través de los
complejos Antigeno-Anticuerpo. Para ello, se emplean particulas de latex poliestireno
recubiertas con antisuero de oveja con el anticuerpo policlonal especifico para CLL k

fijado en dichas particulas.
REACTIVOS

Reactivo Latex: anticuerpo monoespecifico fijado a particulas de |atex
poliestireno. Lleva un conservante incluido formado por 0,05% de ProClin™*, 0,1% de

EACAy 0,01% de benzamidina.

Calibradores y controles: sueros humanos normales con CLL policlonales
respectivamente. Se encuentran en forma liquida estable. Contienen un 0,099% de

azida sdédica, 0,1% de EACA y 0,01% de benzamidina como conservantes.
Reactivo adicional: conservante 0,099% de azida sédica.
*ProClin™ es una marca registrada de Rohm and Haas Corp., Philadelphia, PA.
CALIBRACION

Para asegurar la calidad de las determinaciones, se realiza una calibracién (6

puntos) al comienzo del estudio. La concentracion de antigeno de los calibradores es
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conocida (0,400 mg/L, 1,480 mg/L, 3,450 mg/L, 8,890 mg/L, 12,840 mg/L, 17,780
mg/L), y se emplea para realizar una curva de calibracion sobre la relacidn entre la
medicion de la luz transmitida y la concentracién de antigeno. Las muestras con
concentracién de antigeno desconocida pueden ensayarse y leerse los resultados en la
curva de calibracidn. En la figura 30 se muestra la representacion grafica de una de las
curvas de calibracién empleadas en el estudio. Se realizaron nuevas curvas de

calibracion debido a cambios en el lote de los controles y reactivos.
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Figura 30. Representacion grafica de la curva de calibracidn obtenida para la

determinacion de los valores de CLL k¥ en el SpaPlus®.

CONTROLES

Antes de proceder a analizar las muestras se procesaron diariamente un control
de calidad bajo (QC1) y un control de calidad alto (QC2) para la determinacién de CLL

K. El volumen minimo de muestra para poder realizar las determinaciones es de 150
uL.

Los controles fueron rechazados para desviaciones > 1,96*DS. Se representan
en las figuras 31 y 32 los graficos de Levey-Jennings que recogen los resultados de los

controles medidos al comienzo de cada dia de estudio: QC1 y QC2 para CLL k. La linea
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continua representa el valor medio esperado para cada QC, y las lineas punteadas

representan 1,96*DS (datos en tabla 13).

20,007

18,007

16,00

14,00

Concentraciéon QC1 kappa (mgfL)

12,007

10,00 T T T T T T T T T

Dia

Figura 31. Grafico de Levey-Jennings para los controles QC1 (nivel

bajo) de CLL x en el SpaPlus®.

40,00+

35,00 T

30,007

25,007

20,007

Concentraciéon QC2 kappa (mg/L)

15,00 T T T T T T T T T

Figura 32. Grafico de Levey-Jennings para los controles QC2 (nivel

alto) de CLL k en el SpaPlus®.
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CLL KAPPA
Qc1 Qc2
15,80 31,40
15,54 28,90
1,5750 3,0026
0,1014 0,1039
10,14 10,39
_ 12,45-18,63 | 23,01-34,78

Tabla 13. Datos obtenidos para los controles procesados en el
SpaPlus®: valor asignado por el fabricante (mg/L), media de los
valores medidos (mg/L), desviacion estandar (DS), y coeficiente de
variacion (CV) para cada control. Ademas, se indica el intervalo de
aceptacion de los controles empleando la media calculada *

1,96*DS.

MUESTRAS

Las muestras de LCR se procesaron sin necesidad de hacer diluciones en
primera instancia. Antes de cada medicién de LCR se realizé un lavado de las cubetas
con hipoclorito sddico, para evitar un posible carryover (contaminacién) debido a la
mayor concentracion de CLL en las muestras de suero respecto a las de LCR. Sin
embargo, las muestras de suero al presentar concentraciones mayores de CLL fueron

diluidas directamente a 1/10 de manera automatica por el equipo de medicién.

El rango de medicién aproximado del equipo sin dilucién es de 0,1-18 mg/L.
Para una dilucidn 1/10, el rango es de 1-180 mg/L. Por lo que para algunas muestras de
LCR fue necesario realizar una dilucién 1/10 que se realizd6 de forma manual con el

diluyente proporcionado por el fabricante. La sensibilidad del equipo es de 0,1 mg/L.

Para evitar las interferencias debidas al exceso de Ag, el SpaPlus® presenta un

sistema de deteccidon automatico del exceso de Ag.
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Dentro de las caracteristicas técnicas proporcionadas por el fabricante, se
indica la precision obtenida para las CLL en suero, siguiendo las guias CLSI Precision
Performance of Clinical Chemistry Approved Guideline (EP5-A), se procesaron las
muestras durante 21 dias, realizando dos mediciones por dia (resultados en tabla 14).
Mientras que para el estudio de la precisidon de CLL en LCR, se realizaron mediciones de

cada muestra durante 5 dias, realizando dos repeticiones por dia (resultados en tabla

15).
INTRAENSAYO PARA CLL (SUERO)
Suero 1 Suero 2 Suero 3
MEDIA (mg/L) 7,21 35,72 123,77
CV (%) 3,3 1,6 1,8
INTERENSAYO PARA CLL (SUERO)
Suero 1 Suero 2 Suero 3
MEDIA (mg/L) 7,21 35,72 123,77
CV (%) 4,2 1,9 2,3

Tabla 14. Estudio de precision para CLL en suero para el equipo de medicién SpaPlus® (The

Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK) proporcionado por el fabricante.

INTRAENSAYO PARA CLL (LCR)

LCR 1 LCR 2 LCR 3
MEDIA (mg/L) - - -

CV (%) 9,8 3,3 1,8

INTERENSAYO PARA CLL (LCR)

LCR1 LCR 2 LCR 3
MEDIA (mg/L) - - -

CV (%) 10,1 4,0 6,8

Tabla 15. Estudio de precisién para CLL en LCR para el equipo de medicién SpaPlus® (The
Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK) proporcionado por el fabricante.
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DETERMINACIONES PREVIAS AL ESTUDIO

Aunque el diagndstico de EM sigue basandose principalmente en datos clinicos,
en ciertos casos, es de gran utilidad la determinacion de la sintesis intratecal de IgG. Es
importante su determinacion en aquellos casos en los que los resultados clinicos son
dudosos o insuficientes para alcanzar un diagndstico adecuado. La concentracién de
IgG en LCR estd incrementada en los pacientes con EM debido a la sintesis intratecal.
La deteccién de un perfil oligoclonal de IgG exclusivo del LCR permite confirmar el

diagnodstico de EM en el contexto clinico adecuado.

La principal limitacién de la determinacién de IgG de origen local en SNC viene
dada por la falta de especificidad, ya que la sintesis intratecal se presenta en diversas
enfermedades neurolégicas diferentes a la EM, especialmente las que presentan una
afectacion inflamatoria central. El analisis cualitativo de la sintesis intratecal se realiza
mediante el estudio de BOCG, incluido dentro de los Criterios de McDonald de 2001.
La cuantificacién de la IgG permite distinguir entre enfermedades asociadas a una
mayor o menor produccién intratecal de IgG. Como ya se ha descrito en la
introduccidn, son numerosos los indices y férmulas descritos en la bibliografia que
permiten cuantificar la sintesis intratecal de 1gG (Cordero M., 1997) de los cudles el

mas utilizado hasta la fecha es el indice de Tibbling-Link (indice IgG).

Debido a la gran importancia que tienen la determinacién de BOC y el analisis
del indice IgG en el apoyo al diagndstico de la EM y en el desarrollo de nuestro estudio,

detallaré la metodologia que se emplea en nuestro laboratorio para su analisis.

DETERMINACION DE BANDAS OLIGOCLONALES

El andlisis de BOC se realiza por el método de isoelectroenfoque. Esto se basa
en el principio de que todas las proteinas presentes en LCR y suero se separan segun
su punto isoeléctrico empleando un gradiente de pH, en un gel de agarosa. Una vez
finalizado el isoelectroenfoque, se transfieren las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa donde se incuban con anticuerpos frente a IgG e IgM marcados. Se anade
una solucidn sustrato que permite visualizar las bandas. La presencia de bandas en LCR

pero no en suero, es indicativo de EM.
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DETERMINACION DEL INDICE IgG (INDICE DE TIBBLING-LINK)

En nuestro laboratorio empleamos el indice 1gG o indice de Tibbling-Link, que
se encuentra integrado en un software acoplado al equipo de nefelometria. Los niveles
de IgG y albumina tanto en suero como en LCR son cuantificados en el equipo

automatizado BNII™ de Siemens Healthcare Diagnostics Inc.

Para observar los resultados de una manera mas visual, se construyen los
diagramas de Reiber o Reibergramas empleando el software Protein Statistic in CSF
Analysis with Reibergrams, Version 4.17, desarrollado por los Dres. Werner Albaum y
Hansotto Reiber de la Universidad de Gottingen, Alemania (2012-2013) y de descarga
gratuita. Este software se encuentra validado por el Laboratorio Clinico de la
Universidad de Gottingen, Alemania. En estos diagramas, se representan graficamente
Qaip en el eje de abscisas y Qigx en el eje de ordenadas (IgX= 1gG, IgA e IgM) en funcién
de una linea base que sirve de patron para obtener el porcentaje de secrecién

intratecal que presentan los pacientes.

4. PARAMETROS CLINICOS

RESONANCIA MAGNETICA

Los resultados de las resonancias magnéticas realizadas a los pacientes son
claves para el diagndstico de EM. En el servicio de neurologia se sigue un protocolo
para el diagndstico de la esclerosis multiple, en el que se mide en cada RM el nimero
de lesiones en T1, el numero de lesiones en T2, el nimero de lesiones en T1 con
captacion de Gd, y el numero de criterios de Barkhof-Tintoré que cumple la RM. Estos
datos fueron obtenidos de las historias clinicas de los pacientes en colaboracién con

los neurdlogos de la Unidad de Neurologia del Hospital Universitario Virgen Macarena.
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ESCALA EXPANDIDA DEL ESTADO DE DISCAPACIDAD (EDSS)

Para establecer el grado de discapacidad de los pacientes se les asigna un valor
de acuerdo a la escala EDSS de Kurtzke, que va de 0 (normal) a 10 (muerte por EM),
presentando una discapacidad maxima a partir de valores 5-6. Esto datos fueron
recogidos de las historias clinicas de los pacientes en colaboracién con los neurdlogos

de la Unidad de Neurologia del Hospital Universitario Virgen Macarena.

5. ESTADISTICA

Para el andlisis estadistico empleamos el programa informatico SPSS Statistics
versiéon 20 (2011), el MedCalc version 11.4.2.0 (2010) y el Epidat (programa para
analisis epidemioldgico de datos) versiéon 3.1 (2006) para el calculo del tamano

muestral.

El primer paso fue calcular el tamafo muestral para el estudio piloto, y a

posteriori para la ampliacidn realizada del estudio.

Se definieron las diferentes variables mediante el analisis descriptivo para
poder categorizarlas, y se aplic el test de Kolmogorov-Smirnov para determinar si las
variables seguian la normalidad. Para muestras con menos de 30 casos, se aplicé el

test de Shapiro-Wilks.

Para comparar variables cuantitativas (variable dependiente o resultado) frente
a variables cualitativas policotémicas (variable independiente o predictora) se emplea
el analisis de varianza (ANOVA), que es una generalizacion del contraste de igualdad de
medias para dos muestras independientes. En nuestro caso, no se cumple la
normalidad en las variables estudiadas, por lo que empleamos test no paramétricos.
Para la comparacién entre grupos, usando la mediana de cada uno de ellos, se empled
la prueba de Kruskal-Wallis. Para comparar dos grupos independientes, empleamos la
U de Mann-Whitney. Por otro lado, en el caso de que la variable predictora sea ordinal,

lo mas adecuado es emplear el test de Jonckheere-Terpstra.

Para comparar variables cualitativas entre los grupo estudiados, empleamos el

test de Chi cuadrado y el test de Fisher (para tamanos de muestra pequefios). Para el
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estudio de variables cuantitativas entre diferentes grupos empleamos el test t de

Student.

Mediante el andlisis de curvas ROC se determind la sensibilidad, especificidad,
VPP y VPN de algunas variables, y se establecieron puntos de corte para las variables

en estudio.

Mediante el andlisis Kaplan-Meier se compararon curvas de supervivencia entre
los grupos definidos en el estudio para tal fin. Se obtuvieron los tiempos de conversion

medios aplicando el test log-rank.

Los Hazard Ratios (que permiten comparar curvas entre si), se calcularon

mediante la regresidon de Cox univariante y multivariante.

El resumen de estimacién de un conjunto de cohortes mediante metaanalisis
fue realizado con el programa MetaDisc (ES)® (versidon beta 1.1.1.), y los resultados se
sintetizaron con la representacion grafica mediante figuras forest plot. Para el
metaanalisis se empled el método de efectos aleatorios (DerSimonian y Laird), y se
estimd la heterogeneidad por el valor estadistico Q. EIl modelo de efectos aleatorios
asume que los estudios incluidos en la revisiéon constituyen una muestra aleatoria de

todos los estudios existentes.
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RESULTADOS

1. ESTUDIO PILOTO

Para el estudio piloto se estudiaron un total de 176 pacientes, de los cuales un
60,8% eran mujeres (Tabla 5). El porcentaje mayor de mujeres respecto a los hombres
es consecuente con los estudios previos, asi como la media de edad encontrada en el

grupo 5 (EMRR) con una media de 34,81 aiios (Tabla 5) (Izquierdo G, 2015).

El grupo control formado por 70 pacientes se dividié en 3 grupos como se

especifica en el disefio del estudio:

= Hidrocefalia Normotensiva (HN)
» Enfermedades neuroldgicas no inflamatorias (ENNI) diferentes de la HN
= Enfermedades neurolégicas inflamatorias (ENI) diferentes de la EM
El grupo de casos lo forman 77 pacientes con Sindrome Neurolégicamente

Aislado (SNA) y 29 pacientes con Esclerosis Multiple Remitente Recurrente (EMRR).
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CLL kappa en CLL lambda en . .
N Indice kappa Indice lambda
LCR (mg/L) LCR (mg/L)
GRUPO CONTROL
Grupo 1: HN 41 0,16 (0,10-0,22)  0,15(0,09-0,25) 1,62 (0,99-2,27) 1,28 (0,93-1,68)
Grupo 2: ENNI 15 0,12 (0,10-0,20) 0,08 (0,05-0,10) 3,37 (1,95-7,05) 1,35 (0,96-1,90)
Grupo 3: ENI 14 0,14 (0,04-0,20) 0,07 (0,58-0,14) 2,87 (1,47-7,00) 1,10 (0,81-2,71)
TOTAL 70  0,15(0,10-0,20) 0,11 (0,07-0,18) 1,96 (1,13-3,56) 1,27 (0,93-1,69)
GRUPO CASOS
Grupo 4: SNA 77  0,73(0,13-3,2) 0,18(0,07-0,68) 35,61 (4,48-132,73) 3,81 (1,49-16,95)
0,22 (0,09-0,82) 88,00 (33,96-
Grupo 5: EMRR 29  1,45(0,52-6,67) 265.13) 5,43 (2,01-19,40)

Tabla 16. Caracteristicas basales de los pacientes del estudio piloto divididos en 5 grupos: HN (Hidrocefalia

Normotensiva), ENNI (enfermedades neurolédgicas no inflamatorias) diferentes de la HN, ENI (enfermedades

neuroldgicas inflamatorias) diferentes de la EM; SNA (Sindrome Neuroldgicamente Aislado); EMRR (Esclerosis

Multiple Remitente Recurrente). Se indican las medianas y el rango intercuartilico (RIC) del 95% de cada grupo de

estudio.

Dado que las variables estudiadas: CLL k¥ en LCR, CLL A en LCR, indice kappa e

indice lambda no siguen la normalidad [una vez aplicados los test de normalidad:

Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks (para muestras menores de 30 casos)], se

calcularon las medianas y los rangos intercuartilicos para cada grupo.

Inicialmente estudiamos las CLL k y A en LCR, y sus respectivos indices. Como se

ha observado en estudios previos publicados, es el indice kappa el que muestra una

mayor sensibilidad y especificidad clinica para detectar pacientes que presenten EM,

siendo el indice lambda menos informativo (Desplat-Jego S, 2005). Como se muestra

en la tabla 16, la mediana de los controles para el indice kappa de 1,96 (rango

intercuartilico (RIC) del 95%: 1,13-3,56), fue mucho menor que las presentadas por los

grupos 4 (SNA) y 5 (EMRR), cuyas medianas fueron 35,61 (RIC del 95%: 4,48-132,73), y
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88,00 (RIC del 95%: 33,96-295,13) respectivamente. También se observa un ligero
incremento en los niveles de indice lambda en los grupos 4 (SNA) y 5 (EMRR), cuyas
medianas fueron 3,81 (RIC del 95%: 1,49-16,95) y 5,43 (RIC del 95%: 2,01-19,40)
respectivamente, respecto a la mediana de los controles de 1,27 (RIC del 95%: 0,93-

1,69) (Tabla 16).

Cuando estudiamos los cinco grupos de acuerdo a las medianas de las CLL x y
Aen LCR, y de sus respectivos indices, encontramos globalmente diferencias
estadisticamente significativas entre ellos aplicando la prueba de Kruskal-Wallis

(p<0,0001).

Para analizar las diferencias entre los diferentes grupos, aplicamos la U de
Mann-Whitney. No encontramos diferencias estadisticamente significativas al estudiar
los valores de CLL k¥ en LCR entre los controles, (HN vs ENNI p=0,182; HN vs ENI
p=0,139; ENNI vs ENI p=0,677), pero si entre estos grupos frente a SNA y EMRR

(valores p en figura 33); y entre el grupo SNA y EMRR (p=0,03).

Para los valores de CLL A en LCR, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo ENNI y el grupo ENI (p=0,661), aunque si entre estos
grupos frente a HN (p<0,0001 y p=0,025). Las diferencias entre los grupos control ENNI

y ENI frente a los grupos casos se muestran en la figura 34.

Para el indice kappa se muestran diferencias estadisticamente significativas
entre todos los grupos (valores p en figura 35), excepto entre los grupos ENNI y ENI

(p=0,861).

Por ultimo, para el indice lambda, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los controles (HN vs ENNI p=0,611; HN vs ENI
p=0,954; ENNI vs ENI p=0,727), ni entre los grupos 4 (SNA) y 5 (EMRR) (p=0,267).
Aunque si se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

control y los grupos caso (valores p en figura 36).
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Figura 33. Diagrama de cajas para las CLL kappa en LCR. Se representan la mediana y los
percentiles 25 y 75 (cajas coloreadas); el minimo y maximo (barras de error); y los outliers (*).
Cajas verdes corresponden a los controles: HN (hidrocefalia normotensiva) [mediana 0,16], ENNI
(enfermedades neuroldgicas no inflamatorias) distintas de HN [mediana 0,12], ENI
(enfermedades inflamatorias) distintas de EM [mediana 0,14]; caja azul: SNA (sindrome
neurolégicamente aislado) [mediana 0,73]; caja roja: EMRR (EM remitente recurrente) [mediana

1,45]. Se representan los valores p significativos entre los grupos (flechas).
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Figura 34. Diagrama de cajas para las CLL lambda en LCR. Se representan la mediana y los
percentiles 25 y 75 (cajas coloreadas); el minimo y maximo (barras de error); y los outliers (*).
Cajas verdes corresponden a los controles: HN (hidrocefalia normotensiva) [mediana 0,15], ENNI
(enfermedades de HN [mediana 0,08], ENI
(enfermedades inflamatorias) distintas de EM [mediana 0,07]; caja azul: SNA (sindrome
neurolégicamente aislado) [mediana 0,18]; caja roja: EMRR (EM remitente recurrente) [mediana

neuroldgicas no inflamatorias) distintas

0,22]. Se representan los valores p significativos entre los grupos (flechas).
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Figura 35. Diagrama de cajas para el indice kappa. Se representan la mediana y los percentiles
25y 75 (cajas coloreadas); el minimo y maximo (barras de error); y los outliers (*). Cajas verdes
corresponden a los controles: HN (hidrocefalia normotensiva) [mediana 1,62], ENNI
(enfermedades neuroldgicas no inflamatorias) distintas de HN [mediana 3,37], ENI
(enfermedades inflamatorias) distintas de EM [mediana 2,87]; caja azul: SNA (sindrome
neurolégicamente aislado) [mediana 35,61]; caja roja: EMRR (EM remitente recurrente)

[mediana 88,00]. Se representan los valores p significativos entre los grupos (flechas).
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Figura 36. Diagrama de cajas para el indice lambda. Se representan la mediana y los
percentiles 25y 75 (cajas coloreadas); el minimo y maximo (barras de error); y los outliers (*).
Cajas verdes corresponden a los controles: HN (hidrocefalia normotensiva) [mediana 1,28],
ENNI (enfermedades neurolédgicas no inflamatorias) distintas de HN [mediana 1,35], ENI
(enfermedades inflamatorias) distintas de EM [mediana 1,10]; caja azul: SNA (sindrome
neurolégicamente aislado) [mediana 3,81]; caja roja: EMRR (EM remitente recurrente)

[mediana 5,43]. Se representan los valores p significativos entre los grupos (flechas).

Se observa que los valores de los 3 grupos de controles se asemejan entre si, y
se diferencian notablemente respecto a los valores de los grupo casos (grupos 4 y 5)
para las CLL ¥ en LCR, y para los indices kappa y lambda. Cabe destacar, que es entre
los grupos de controles versus grupo casos donde se presentan principalmente
diferencias estadisticamente significativas. Llegados a este punto, podemos considerar
los tres grupos control (HN, ENNI y ENI) como un Unico grupo para simplificar el

analisis posterior de los datos (Figura 37).
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Figura 37. Representacion de las medianas del indice kappa (columnas azules) y del indice
lambda (linea verde), para cada grupo de estudio: controles (n=70), SNA (sindrome
neurolégicamente aislado) [n=77], EMRR (EM remitente recurrente) [n=29].

PRIMERA BUSQUEDA DE UN PUNTO DE CORTE DE CONVERSION DE SNA A EM

La eleccién de un punto de corte se basa a menudo en el conocimiento
bioldgico del factor de riesgo de una determinada enfermedad, en la experiencia de los
clinicos o en resultados previos publicados en otros estudios. Es importante considerar
gue los puntos de corte obtenidos en otros estudios pueden diferir del nuestro
dependiendo de diversos factores (objetivo del estudio, poblacién estudiada, disefio
del estudio, etc.). Los métodos estadisticos para la determinacion del punto de corte

caen en dos grandes categorias: orientado a datos y orientado a resultados.
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Métodos orientados a datos: incluyen dicotomizar una variable continua

basandose en el calculo de los cuantiles.

Métodos orientados a resultados: proporcionan un valor de punto de corte que
se corresponden con la relacion mas significativa de los resultados, y se basan en los

estadisticos log rank, likelihood ratio y de Wald.

Se espera que se obtengan mejores indicadores empleando los métodos orientados a

resultados que los orientados a datos (Mandrekar JN, 2003).

En una primera aproximacion determinamos un punto de corte empleando un
método orientado a datos. Para ello, calculamos el punto de corte de las CLL k en LCR,
en base al articulo previamente publicado por la Dra. Villar en 2012 (Villar LM, 2012).
En él se obtiene un punto de corte a partir de la media mas 2 desviaciones estandar

(DS) del grupo control.

En nuestra cohorte de pacientes, los valores de CLL k en LCR no siguen una
distribucién normal (Figura 38), por lo que lo mas correcto en este caso, seria emplear
la mediana o realizar una transformaciéon de los datos. Sin embargo, en el grupo
control con HN, las CLL k en LCR, si siguen una distribucién normal (Figura 39). Por
tanto, empleamos el valor medio de CLL k obtenido para este grupo: 0,18+0,10 mg/L
[mediatDS]. En esta primera aproximacién obtuvimos un punto de corte de 0,38 mg/L

para las CLL k¥ en LCR.
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Figura 38. Histograma para las CLL kappa en LCR.
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Figura 39. Histograma para las CLL kappa en LCR del grupo control con HN

(Hidrocefalia Normotensiva).
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Con el punto de corte para las CLL ¥ en LCR de 0,38 mg/L, dividimos a los

pacientes que presentaban SNA en 2 subgrupos (Tabla 17):

= Subgrupo 1: pacientes con CLL k en LCR > 0,38 mg/L

=  Subgrupo 2: pacientes con CLL k en LCR < 0,38 mg/L
Ambos subgrupos son homogéneos en cuanto a edad y sexo de los pacientes.
En el subgrupo 1 todos los pacientes presentan BOCG positivas e indice 1gG > 0,56.
Ademas, un mayor numero de pacientes cumple criterios de BTC (29) respecto al
subgrupo 2 (7). Al combinar criterios de BTC con BOCG, es también en el grupo 1
donde se encuentra un mayor numero de pacientes que cumple ambos criterios,
67,4% frente al 13% en el subgrupo con CLL k en LCR inferior a 0,38 mg/L. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos subgrupos en la presencia de
contraste con Gd (Gadolinio) positivo, que seria indicativo de actividad de la

enfermedad.
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CLL xen LCR (0,38 mg/L) Subgrupo 1 Subgrupo 2 Valor p
Pacientes (N) 45 32 -
Mujeres (%) 37 (82,2) 23(71,9) 0,281
Edad media (IC del 95%) 34,6 (31,8-37,3) 36,2 (31,9-40,6) 0,446
BOCG (+/-) 45/0 3/29 <0,0001
BOC IgM (+/-) 23/21 3/11 0,064
Indice IgG (>0,56/<0,56) 45/0 17/15 <0,0001
23 criterios de BTC (%) 29 (67,4) 7(30,4) 0,004
Con.tr.aste con Gd 12 (18,8) 3(7,3) 0,153
positivo (%)

Cumple criterios de RM y 29/14 3/20 <0,0001
BOCG (si/no)

Conversion a EM (%) 35(77,8) 3(9,4) <0,0001

Tabla 17. Datos de laboratorio y clinicos para pacientes con sindrome neurolégicamente
aislado (SNA) empleando un punto de corte para las CLL x en LCR de 0,38 mg/L. Subgrupo
1: pacientes con CLL ¥ en LCR>0,38 mg/L; subgrupo 2: pacientes con CLL k en LCR<0,38
mg/L. IC: intervalo de confianza. BOCG: bandas oligoclonales IgG, BTC: criterios de Barkhof-
Tintoré; Gd: gadolinio; RM: resonancia magnética.

En lo referente a la conversién de SNA a EM, un 77,8% de los pacientes con CLL
k en LCR con un valor superior a 0,38 mg/L convierten a EM. Por otro lado, sélo el 9,4%
de los pacientes del subgrupo 2 convierten a EM.

La probabilidad de conversién a EM de los pacientes con SNA considerando el
punto de corte de 0,38 mg/L para las CLL k en LCR, se representa mediante una curva
de supervivencia (p<0,0001) (Figura 40), obteniéndose un hazard ratio (HR) = 9,66 (IC
del 95%: 5,10-18,30). La mediana de conversion del subgrupo 1 fue de 14 meses con

un error estandar de 0,0755.
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Figura 40. Representacion de la curva de supervivencia mediante el analisis Kaplan-Meier de
los pacientes con Sindrome Neuroldgicamente Aislado (SNA), en la que se muestra la
probabilidad de permanecer como SNA de acuerdo al punto de corte para las CLL ¥ en LCR de
> 0,38 mg/L (linea roja), valores inferiores a 0,38 mg/L (linea azul). Se representa el tiempo en
meses desde el primer evento clinico o SNA. BOCG: bandas oligoclonales IgG.

SEGUNDA BUSQUEDA DE UN PUNTO DE CORTE DE CONVERSION DE SNA A EM

En una segunda aproximacién analizamos las CLL k y A en LCR, empleando un
método orientado a resultados: las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)
presentan la sensibilidad de una prueba diagndstica que produce resultados continuos,
en funcién de los falsos positivos (complementario de la especificidad), para distintos

puntos de corte. El drea bajo la curva (ABC) permite evaluar la bondad de una prueba
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diagnodstica con resultados continuos. Se suele aceptar como valor aceptable de

discriminacion cuando ABC supera el valor de 0,7.

Desarrollamos curvas ROC para las variables en estudio (CLL k y CLL A en LCR) y
para el indice I1gG (Figura 41). Para ello analizamos los valores del grupo control (n=70)
frente a los valores del grupo EMRR (n=29). El mayor ABC encontrada para las CLLk en
LCR fue: 0,906, con una sensibilidad del 75,86% (intervalo de confianza (IC) del 95%:
56,5-89,7) y una especificidad del 97,14% (IC del 95%: 90,1-99,7), para un punto de
corte de 0,73 mg/L. Estos resultados son ligeramente mejores que los obtenidos para
el indice 1gG: ABC=0,886, con una sensibilidad del 75,86% (IC del 95%: 56,5-89,7) y una
especificidad del 94,29% (IC del 95%: 86,0-98,4), para un punto de corte de 0,56. Esta
punto de corte para el indice I1gG es similar el encontrado en otros estudios previos
(Cordero M, 1997). Mientras que las CLL A en LCR no presentan valores aceptables:
ABC=0,677, con una sensibilidad del 44,83% (IC del 95%: 26,4-64,3) y una especificidad
del 97,14% (IC del 95%: 90,1-99,7), para un punto de corte de 0,41 mg/L (Tabla 18).

CLL kappa en LCR

CLL lambda en

Punto de corte

0,73

0,41

indice 1gG
(mg/L) LCR (mg/L)

Sensibilidad 75,86 (56,5-89,7) 44,83 (26,4-64,3) 75,86 (56,5-89,7)
(IC del 95%)

Especificidad 97,14 (90,1-99,7) 97,14 (90,1-99,7) 94,29 (86,0-98,4)
(IC del 95%)

VPP (IC del 95%) 91,7 (73,0-99,0) 86,7 (59,5-98,3) 84,6 (65,1-95,6)
VPN (IC del 95%) | 90,7 (81,7-96,2) 81 (70,8-88,7) 90,4 (81,2-96,1)
ABC (valor p) 0,906 (p<0,0001) 0,677 (p=0,0086) 0,886 (p<0,0001)

0,56

Tabla 18. Datos extraidos del analisis de las curva ROC para las variables CLL x y A en

LCR, y el indice IgG. [IC: intervalo de confianza. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor

predictivo negativo. ABC: area bajo la curva].
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Figura 41. Comparacion de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para el indice 1gG
(linea discontinua azul), CLL k¥ en LCR (linea continua roja), y CLL A en LCR (linea continua
verde). Cada punto de la curva ROC corresponde a un posible punto de corte del test
diagnéstico, y nos informa de su sensibilidad (eje Y), y de 1-especificidad (eje x). Ambos ejes
incluyen valores entre 0y 1 (0%-100%). La linea trazada desde el punto 0,0 al punto 1,0 recibe
el nombre de linea de referencia.

Con los datos obtenidos del analisis de las curvas ROC obtuvimos un punto de
corte para las CLL k en LCR con unas caracteristicas de sensibilidad y especificidad
aceptables. Con este punto de corte de 0,73 mg/L, dividimos a los pacientes con SNA

en 2 subgrupos:

= Subgrupo 1: pacientes con CLL k en LCR >0,73 mg/L

= Subgrupo 2: pacientes con CLL k en LCR<0,73 mg/L
La edad media de ambos subgrupos fue similar, 35,2 y 35,4 respectivamente
(p=0,928), con un porcentaje de mujeres mayor respecto al de hombres en cada

subgrupo. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
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subgrupos 1 y 2 (Tabla 19). Todos los pacientes del subgrupo 1 presentaron BOCG
positivas e indice 1gG>0,56. En cuanto a la clinica, un 70,3% de los pacientes cumplia
3 criterios de BTC. Al combinar los criterios de RM con BOCG, este porcentaje se
mantuvo (un 70,3% cumplia ambos criterios). Sin embargo, en el subgrupo 2, la
mayoria de pacientes mostraban BOCG negativas (74,4%), presentaban un indice de
1gG<0,56 (71,8%), y no cumplian con > 3 criterios de BTC (65,5%). Al combinar criterios
de RM y BOCG, un 79,3% no cumplia los mismos. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los subgrupos en la presencia de contraste con

Gd.

Ademas, un 78,9% de los pacientes que presentaron CLL k en LCR>0,73 mg/L

convirtieron a EM, frente a un 20,5% de los pacientes del subgrupo 2.

CLL x en LCR (0,73 mg/L) Subgrupo 1 Subgrupo 2 Valor p
Pacientes (N) 38 39 -
Mujeres (%) 32 (84,2) 28 (71,8) -
Edad media (IC del 95%) 35,2 (32,2-38,1) 35,4 (31,6-39,2) 0,928
BOCG (+/-) 38/0 10/29 <0,0001
BOC IgM (+/-) 28/35 8/26 0,042
Indice IgG (>0,56/<0,56) 38/0 11/28 <0,0001
23 criterios de BTC (%) 26 (70,3) 10 (34,5) 0,004
Con.tr.aste con Gd 10 (16,9) 5(10,9) 0,415
positivo (%)

Cumple criterios de RM y 26/11 6/23 <0,0001
BOCG (si/no)

Conversién a EM (%) 30(78,9) 8(20,5) <0,0001

Tabla 19. Datos de laboratorio y clinicos para pacientes con sindrome neurolégicamente
aislado (SNA) empleando un punto de corte para las CLL ¥ en LCR de 0,73 mg/L. Subgrupo
1: pacientes con CLL ¥ en LCR>0,73 mg/L; subgrupo 2: pacientes con CLL k en LCR<0,73
mg/L. IC: intervalo de confianza. BOCG: bandas oligoclonales IgG, BTC: criterios de Barkhof-
Tintoré; Gd: gadolinio; RM: resonancia magnética.
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TERCERA BUSQUEDA DE UN PUNTO DE CORTE DE CONVERSION DE SNA A EM
En una tercera y ultima aproximacién analizamos el indice kappa y el indice
lambda empleando un método orientado a resultados: las curvas ROC. De acuerdo con
estudios previos, el indice kappa es el que muestra la mayor sensibilidad y
especificidad en la deteccion de EM. Es probable que el indice lambda mejore los

resultados obtenidos anteriormente respecto al analisis de las CLL A en LCR.

Desarrollamos curvas ROC para los indices kappa y lambda (Figura 42),
analizando los valores del grupo control (n=70) frente a los valores del grupo EMRR

(n=29).
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Figura 42. Comparacion de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para el indice kappa
(linea continua roja), y para el indice lambda (linea discontinua verde). Cada punto de la curva
ROC corresponde a un posible punto de corte del test diagndstico, y nos informa de su
sensibilidad (eje Y), y de 1l-especificidad (eje x). Ambos ejes incluyen valores entre 0 y 1 (0%-
100%). La linea trazada desde el punto 0,0 al punto 1,0 recibe el nombre de linea de referencia.
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El mayor ABC encontrada fue para el indice kappa: 0,971, siendo mayor que la
mostrada para las CLL k en LCR, con una sensibilidad del 93,1% (intervalo de confianza
(IC) del 95%: 77,2-99,2) y una especificidad del 95,7% (IC del 95%: 88,0-99,1), para un
punto de corte de 10,62. Estos resultados mejoran los obtenidos para las CLL x en LCR
y para el indice IgG (Figura 41). Para el indice lambda, se obtuvo un ABC=0,870, con
una sensibilidad del 82,8% (IC del 95%: 64,2-94,2) y una especificidad del 80% (IC del
95%: 68,7-88,6), para un punto de corte de 1,77 (Tabla 20). Con estos resultados se
confirma que el indice lambda mejora las caracteristicas globales respecto a las CLL A

en LCR, mostrando en este caso un valor aceptable de ABC.

indice kappa indice lambda
Sensibilidad 93,1 (77,2-99,2) 82,8 (64,2-94,2)
(IC del 95%)
Especificidad 95,7 (88,0-99,1) 80 (68,7-88,6)
(IC del 95%)
VPP (IC del 95%) 90,0 (73,1-98,0) 63,2 (45,7-78,4)

VPN (IC del 95%) 97,1 (89,9-99,6) 91,8 (81,9-97,3)

ABC (valor p) 0,971 (<0,0001) 0,870 (<0,0001)

Punto de corte 10,62 1,77

Tabla 20. Datos extraidos del andlisis de las curva ROC para los
indices kappa y lambda. [IC: intervalo de confianza. VPP: valor
predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo. ABC: area bajo
la curval.

Con los datos obtenidos del analisis de las curvas ROC obtuvimos un punto de
corte para el indice kappa con unas buenas caracteristicas de sensibilidad y
especificidad. Con este punto de corte de 10,62, dividimos a los pacientes con SNA en

2 subgrupos:

= Subgrupo 1: pacientes con indice kappa >10,62

= Subgrupo 2: pacientes con indice kappa <10,62
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Se obtuvo una edad media sin diferencias significativas entre ambos grupos
(p=0,186), con un porcentaje de mujeres mayor respecto al de hombres en cada
subgrupo. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
subgrupos de estudio (Tabla 21). Los pacientes con un indice kappa >10,62,
presentaron en su mayoria BOCG positivas (89,8%), indice IgG >0,56 (93,9%), y un

61,2% presento >3 criterios de BTC.

En el subgrupo 2, con un indice kappa <10,62, la mayoria de los pacientes
presentaron BOCG negativas (85,7%), indice 1gG <0,56 (89,3%) y un 78,6% no cumplian
>3 criterios de BTC. Al combinar los criterios de RM y BOCG, 29 pacientes del subgrupo
1 cumplieron ambos criterios, mientras que en el subgrupo 2 tan sélo 3 pacientes
cumplieron dichos criterios. No se observan diferencias estadisticamente significativas

entre los subgrupos en la presencia de contraste con Gd.

En lo referente a la conversion de SNA a EM, un 71,4% de los pacientes del

subgrupo 1 convirtieron a EM, frente al 10,7% del subgrupo 2.
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INDICE KAPPA (10,62) Subgrupo 1 Subgrupo 2 Valor p
Pacientes (N) 49 28 .
Mujeres (%) 41 (83,7) 19 (67,9) -
Edad media (IC del 95%) 34,1(31,3-36,9) 37,4 (32,9-41,8) 0,186
BOCG (+/-) 44/5 4/24 <0,0001
BOC IgM (+/-) 34/40 2/21 0,001
Indice IgG (>0,56/<0,56) 46/3 3/25 <0,0001
23 criterios de BTC (%) 30 (61,2) 6(21,4) 0,008
Contraste con Gd positivo (%) 13(18,1) 2(6,1) 0,137
Cumple criterios de RM y 29/17 3/17 <0,0001
BOCG (si/no)

Conversion a EM (%) 35(71,4) 3(10,7) <0,0001

Tabla 21. Datos de laboratorio y clinicos para pacientes con sindrome neurolégicamente
aislado (SNA) empleando un punto de corte para el indice kappa de 10,62. Subgrupo 1:
pacientes con un indice kappa >10,62; subgrupo 2: pacientes con un indice kappa <10,62. IC:
intervalo de confianza. BOCG: bandas oligoclonales IgG, BTC: criterios de Barkhof-Tintoré; Gd:
gadolinio; RM: resonancia magnética.

También se analizaron los datos para el indice lambda. A pesar de mejorarse
respecto a las CLL A en LCR, como se ha visto en la bibliografia, los resultados son

menos informativos que los mostrados para el indice kappa. Se muestran las

correlaciones con las variables de laboratorio y clinicas en la tabla 22.
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INDICE LAMBDA (1,77) Subgrupo 1 Subgrupo 2 Valor p
Pacientes (N) 51 26 -
Mujeres (%) 41 (80,4) 19(73,1) -
Edad media (IC del 95%) 33,1 (30,6-35,6) 39,5 (34,6-44,3) 0,022
BOCG (+/-) 44/7 4/22 <0,0001
BOC IgM (+/-) 32/41 4/20 0,027
Indice 1gG (>0,56/<0,56) 44/7 5/21 <0,0001
23 criterios de BTC (%) 30(61,2) 6 (35,3) 0,064
Contraste con Gd positivo 12 (16,4) 3(9,4) 0,545
(%)

Cumple criterios de RM y 29/20 3/14 0,004
BOCG (si/no)
Conversion a EM (%) 35 (68,6) 3(11,5) <0,0001

Tabla 22. Datos de laboratorio y clinicos para pacientes con sindrome neurolégicamente
aislado (SNA) empleando un punto de corte para el indice lambda de 1,77. Subgrupo 1:
pacientes con un indice lambda >1,77; subgrupo 2: pacientes con un indice lambda <1,77.
IC: intervalo de confianza. BOCG: bandas oligoclonales IgG, BTC: criterios de Barkhof-
Tintoré; Gd: gadolinio; RM: resonancia magnética.

Para analizar la precision de las variables cualitativas, empleamos tablas de
contingencia para las variables BOCG vy criterios de BTC (Tabla 22). La mayor
sensibilidad y especificidad (96,5% y 98,6% respectivamente) para detectar pacientes
con EM fue la mostrada por las BOCG, aunque la sensibilidad y especificidad mostrada

por el indice kappa es similar (93,1% y 95,7% respectivamente).

Para completar el estudio realizamos el analisis multivariante combinando
criterios de RM con criterios de laboratorio: BTC + BOCG, y BTC + indice kappa. El
analisis de BTC + indice kappa mejoro la especificidad y el VPP, respecto al analisis del
indice kappa sélo. Sin embargo, la sensibilidad y el VPN disminuyeron (Tabla 20 y 23).
Lo mismo se observa cuando se analizan BTC + BOCG, en comparacién con BOCG sdlo

(Tabla 23). Estos resultados son consistentes con estudios previos, en los que también
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se combiné BTC con el resultado de BOCG y de CLLkx en LCR, mostrandose un

incremento en la especificidad desde un punto de vista clinico (Villar LM, 2012).

BTC +
BOCG BTC BTC + BOCG indice
kappa
Sensibilidad 96,5 (82,2-99,9) 72,4 (52,8-87,3)  72,4(52,8-87,3) 69,0 (49,2-84,7)
(IC del 95%)
Especificidad 98,6 (92,3-99,0) 100 (94,9-100) 100 (94,9-100) 100 (94,9-100)
(IC del 95%)

VPP (IC del 95%) | 96,6 (82,2-99,9) 100 (83,9-100) 100 (83,9-100) 100 (83,2-100)

VPN (IC del 95%) | 98,6 (92,3-99,9) 89,7 (80,8-95,5) 89,7 (80,8-959)  88,6(79,5-94,7)

Tabla 23. Andlisis de las tablas de contingencia para BOCG y BTC; y andlisis multivariante
combinando BTC con BOCG, y BTC con el indice kappa. IC: intervalo de confianza. VPP: valor
predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.

Para estudiar la probabilidad de conversién a EM de pacientes con SNA,
empleamos el analisis de Kaplan-Meier de acuerdo al punto de corte del indice kappa
de 10,62 (p<0,0001) (Figura 43). La mediana de conversién del subgrupo 1, indice

kappa >10,62, fue de 19 meses con un error estandar de 0,0741 [HR de 7,34 (IC del
95%: 3,82-14,11)].
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Figura 43. Representacion de la curva de supervivencia mediante el analisis Kaplan-Meier de
los pacientes con Sindrome Neurolégicamente Aislado (SNA), en la que se muestra la
probabilidad de permanecer como SNA de acuerdo al punto de corte para el indice kappa:
valores por encima de 10,62 (linea discontinua roja), valores inferiores a 10,62 (linea continua
azul). Se representa el tiempo en meses desde el primer evento clinico o SNA. BOCG: bandas
oligoclonales IgG.

En el analisis multivariante mediante la regresion Cox, estudiamos el indice
kappa junto con las variables edad, sexo y criterios de BTC. Observamos que la edad y
el sexo no influyen en las curvas de supervivencia (p>0,05). El HR ajustado para

criterios de BTC fue de 5,30 (IC del 95%: 1,59-17,63).

Realizamos el andlisis de Kaplan-Meier de acuerdo al punto de corte del indice
lambda de 1,77 (Figura 44) (p=0,0015). La mediana de conversién del subgrupo 1,
indice lambda >1,77, fue de 23 meses con un error estandar de 0,0728 [hazard ratio
(HR) de 5,33 (IC del 95%: 2,68-10,57)]. Como ya hemos visto, el indice lambda es

menos informativo que el indice kappa. A pesar de ello, si se observa una diferencia
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estadisticamente significativa entre ambos subgrupos de pacientes con SNA de

acuerdo al punto de corte establecido para el indice lambda.
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Figura 44. Representacion de la curva de supervivencia mediante el analisis Kaplan-Meier de
los pacientes con Sindrome Neurolégicamente Aislado (SNA), en la que se muestra la
probabilidad de permanecer como SNA de acuerdo al punto de corte para el indice lambda:
valores por encima de 1,77 (linea discontinua roja), valores inferiores a 1,77 (linea continua
azul). Se representa el tiempo en meses desde el primer evento clinico o SNA. BOCG: bandas
oligoclonales IgG.

2. CORRELACION DEL INDICE KAPPA CON EL ESTADIO EDSS
En primer lugar analizamos la escala EDSS cuantitativa frente al indice kappa,

obteniendo un coeficiente de correlacion r=0,133 con una p=0,166.

Posteriormente, agrupamos a los pacientes en 4 grupos segun el valor

presentado en la escala EDSS en su primera visita al neurdlogo:
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= Grupo 1: pacientes con EDSS < 2, sin patologia

= Grupo 2: pacientes con EDSS 2-2.5, discapacidad minima

= Grupo 3: pacientes con EDSS 3-3.5, discapacidad leve-moderada

=  Grupo 4: pacientes con EDSS 2 4, limitacion para caminar

Calculamos las medianas de los indices kappa y lambda en cada grupo de

discapacidad agrupado en base a la escala EDSS (Tabla 24). Encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre ellos aplicando el test de Jonckheere-Terpstra
(p=0,031) para la variable indice kappa, pero no asi para la variable indice lambda

(p=0,151).

EDSS N Indice kappa Indice lambda

Grupo 1:
) i 49 17,09 (4,00-153,35) 2,80 (1,34-11,06)
sin patologia

Grupo 2:
discapacidad 45 56,65 (21,12-293,03) 9,66 (2,01-18,58)
minima
Grupo 3:
discapacidad 9 62,33 (16,64-214,74) 17,47 (1,66-33,24)

leve-moderada

Grupo 4:
limitacion para 6 83,62 (25,46-247,68) 1,70 (1,43-2,88)

caminar

Tabla 24. Pacientes del estudio piloto agrupados de acuerdo al nivel de
discapacidad segun la escala EDSS.

116



Si agrupamos a los pacientes segun el punto de corte de 10,62 para el indice
kappa, se pueden observar graficamente las diferencias para cada grupo de
discapacidad en las figura 45 y 46. Debemos considerar que un nimero mayor de
pacientes presentan valores mas bajos en la escala EDSS, y sélo un pequefio porcentaje
de pacientes presentan valores de EDSS por encima de 3 en su primera consulta con el

neurdlogo (13,76%).

Indice kappa
< 10.62 > 10.62

limitacidn para caminar limitacidn para caminar

discapacidad leve-moderadaT ~discapacidad leve-moderada

EDSS
5503

discapacidad minima™] ~discapacidad minima

sin patologiaT ~sin patologia

LI T T T 1 I
40 30 20 10 0 10 20 30 40

Recuento Recuento

Figura 45. Representacion grafica de los pacientes segun el punto de corte del indice kappa de
10,62 frente a la escala de discapacidad EDSS.

117



Indice kappa < 10.62 Indice kappa > 10.62

ESCALA EDSS
39 29% 35,53%
= 60,71% 64,47% m->
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Figura 46. Diagrama de sectores de los pacientes segun el punto de corte del indice kappa
de 10,62 frente a la escala de discapacidad EDSS (divididos en dos grupos segln presenten
<2 0 22 en la escala).

3. CORRELACION DEL INDICE KAPPA CON OTROS PARAMETROS ESTUDIADOS
Los pacientes que presentaron un brote en el momento de la puncién lumbar,
tenian un valor mas elevado de la mediana del indice kappa como se observa en la
figura 47. Esta diferencia fue estadisticamente significativa aplicando la U de Mann-
Whitney (p=0,005). Ademas, se ha observado dentro del grupo de pacientes que no
presentaban ningun brote en el momentos de la puncidon lumbar, que los 4 outliers
(asteriscos azules en la figura 47), son pacientes que han convertido a EM, asi como los

otros 3 puntos situados fuera del rango intercuartilico (Figuras 47 y 48).

118



1000,00

800,00

600,00+

Indice kappa

400,00

200,00+
158,84

42,52

1
Mo brote En brote

oo

Momento de la puncién lumbar

Figura 47. Diagrama de cajas para el indice kappa segin el momento de la puncién lumbar.
Pacientes que no se encontraban en brote (azul), pacientes en brote (rojo); se representan la

mediana y los percentiles 25 y 75 (cajas coloreadas); el minimo y maximo (barras de error); y

los outliers (*).
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Figura 48. Diagrama de cajas para el indice kappa segin el momento de la puncién lumbar y
la conversion a EM. Se representan los pacientes que no se encontraban en brote, y los
pacientes en brote, divididos segln la conversion a EM; se muestran la mediana y los
percentiles 25 y 75 (cajas coloreadas); el minimo y maximo (barras de error); y los outliers (*).
Se representa la conversidn a EM en rojo, y en azul los pacientes que no han convertido a EM.

Analizamos el sistema funcional afectado en el brote. Para ello dividimos a los
sistemas funcionales en: cerebelo, funciones sensoriales, vejiga, funciones visuales,
funciones neuropsicoldgicas; y tracto piramidal, tronco cerebral. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el valor del indice kappa y el sistema

funcional afectado en el brote (p=0,145).

Por otro lado, estudiamos el motivo de la conversion a EM: ya sea por presentar
un brote, o por presentar criterios de EM (RM + BOCG). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el valor del indice kappa y el modo de conversién

a EM (p=0,634).
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4. CORRELACION DEL INDICE KAPPA CON EL TRATAMIENTO DEL PACIENTE

En el momento de la puncidn lumbar tan sélo 4 pacientes se encontraban en
tratamiento. De los pacientes que habian recibido un primer tratamiento, 6 (7,2%)
presentaban un indice kappa <10,62, y 57 (68,7%) un indice kappa >10,62, de los

cuales, un 94,7% termind convirtiendo a EM.

En cuanto al mecanismo de accidn, no se observan diferencias estadisticamente
significativas con el resultado del indice kappa. De los pacientes en tratamiento con
interferdn, 35 presentaban un indice kappa >10,62, y 6 un indice kappa <10,62. El resto
de pacientes en tratamiento presentaban un indice kappa > 10,62, y fueron tratados

con acetato de glatiramer (10), natalizumab (7), y fingolimod (5).

No se observaron diferencias significativas entre mantener el tratamiento o
cambiarlo a uno de segunda linea en relacién con el valor del indice kappa. Un total de
34 pacientes con indice kappa>10,62 mantuvieron el tratamiento en primera linea, y
10 en segunda linea, frente a 12 que cambiaron. De los 6 pacientes con indice kappa
<10,62, los 6 mantuvieron el tratamiento: 4 convirtieron a EM y 2 permanecieron

como SNA.

De los pacientes a los que se les cambid el tratamiento, todos presentaban un
indice kappa >10,62: de los pacientes en tratamiento con interferén, cambiaron a
terapia de segunda linea, 4 a natalizumab, 2 a fingolimod y 1 a betaferon; 1 paciente
en tratamiento con acetato de glatiramer fue cambiado a fingolimod, y de los
pacientes en tratamiento con terapia de segunda linea (natalizumab), 2 fueron

cambiados a fingolimod.

Al analizar los diversos farmacos con el valor del indice kappa, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas (p=0,168). Pero si agrupamos los farmacos
en terapia de primera linea (interferén y acetato de glatimer), y en terapia de segunda
linea (natalizumab vy fingolimod), si se observan diferencias estadisticamente
significativas (p=0,026). Los pacientes que reciben una terapia de segunda linea (n=19),
ya sea como primer tratamiento o como segunda opcidn, presentan valores superiores

de indice kappa, con una mediana de 143; mientras que los pacientes en tratamiento
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con terapia de primera linea (n=42) presentan una mediana del indice kappa de 59

(Figura 49).

1000+

8007

6007

Indice kappa

4007

200+
143

29

| I
Terapia de primera linea Terapia de segunda linea
TRATAMIENTO

Figura 49. Diagrama de cajas para el indice kappa segun el tratamiento del paciente. Terapia
de primera linea (interferén o acetato de glatimer) [azul] con una mediana del indice kappa de

59, o terapia de segunda linea (natalizumab o fingolimod) [rojo] con una mediana de 143.
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5. ESTUDIO DE VALIDACION
Con el punto de corte de 10,62 obtenido para el indice kappa en el estudio
piloto, se incorpora este parametro en la clinica de rutina del hospital. En ese
momento, se establece que los pacientes que presenten un indice kappa superior
10,62, tienen una probabilidad de conversién a EM 7,34 veces mayor que los pacientes
con valores del indice kappa inferiores a 10,62. Para validar este resultado, se hace un
seguimiento de los pacientes a los que se les realiza una puncién lumbar con sospecha

de SNA durante un periodo de un afio.

En esta ampliacidon del estudio, y por motivos ajenos al mismo referentes a
cambios en la gestion del laboratorio de inmunologia, se modificd el equipo de
medicion, por lo que las muestras fueron analizadas en el equipo de turbidimetria
SpaPlus® (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK). Se empled el kit para kappa
libre humana Freelite® (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK) adaptado a cada
equipo. Se ha determinado en estudios previos que a pesar de las diferencias
encontradas entre ambos equipos (BNII™ y SpaPlus®), no existen diferencias en lo
referente a la prediccién de un resultado positivo del test (Zeman D, 2016). Lo mas
adecuado seria establecer un punto de corte adaptado a cada equipo de medicién, al
igual que se establece para otros parametros bioquimicos cuando se produce un

cambio de metodologia.

Para establecer un punto de corte para el indice kappa en el SpaPlus®,
realizamos una nueva curva ROC (Figura 50), en la que analizamos los valores del
grupo que no convertia a EM (n=127), frente a los valores del grupo de pacientes que
convirtieron a EM (n=26). Para ello descartamos los pacientes que presentaban un

SNA, por ser casos en los que es posible una conversién a EM.

Empleando estos datos para obtener un punto de corte para el indice IgG,

obtuvimos un punto de corte de 0,58, similar al obtenido previamente.
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indice kappa

Indice IgG

Sensibilidad (IC del 95%)
Especificidad (IC del 95%)
VPP (IC del 95%)

VPN (IC del 95%)

ABC (valor p)

Punto de corte

84,62 (65,1-95,6)
96,06 (91,1-98,7)
81,5 (61,9-93,7)
96,8 (92,0-99,1)
0,941 (<0,0001)

12,33

73,08 (52,2-88,4)
92,13 (86,0-96,2)
65,5 (45,3-82,3)
94,4 (88,7-97,7)
0,871 (<0,0001)

0,58

Tabla 25. Datos extraidos del andlisis de las curva ROC para la variable indice kappa
en el equipo SpaPlus® y para el indice I1gG. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor
predictivo negativo. ABC: area bajo la curva.

El punto de corte para el indice kappa de 12,33 es ligeramente superior al
calculado en el estudio piloto de 10,62. Sin embargo, no existen diferencias entre
ambos puntos de corte calculados en cuanto a la positividad del test. En el estudio
piloto se habia definido un grupo control lo mas homogéneo posible tanto en edad
como en diagndstico. Esto supone un sesgo muestral en el estudio debido a la
seleccion de las muestras. A pesar de la pérdida de sensibilidad y VPP en el estudio de
validacidn, lo mas correcto seria emplear el nuevo punto de corte obtenido de 12,33.
En este estudio de validacion se recoge una muestra mas representativa de nuestra
poblacién real respecto al estudio piloto. Dentro del rango de 10,62-12,33 para el
indice kappa, nos encontramos con 3 pacientes, 1 perteneciente al estudio piloto

(conversién a EM), y 2 pertenecientes al estudio de validacién (sin conversién a EM).
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Figura 50. Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para el indice kappa (linea continua roja)
en el equipo SpaPlus® (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK), y para el indice 1gG (linea
discontinua azul). Cada punto de la curva ROC corresponde a un posible punto de corte del test
diagnédstico, y nos informa de su sensibilidad (eje Y), y de 1-especificidad (eje x). Ambos ejes
incluyen valores entre 0 y 1 (0%-100%). La linea trazada desde el punto 0,0 al punto 1,0 recibe el

nombre de linea de referencia.

Dividimos a los pacientes en dos grupos de acuerdo al valor del indice kappa,

estableciendo como punto de corte 12,33: grupo 1 con indice kappa > 12,33, y grupo 2

con indice kappa < 12,33 (Tabla 26).

En la tabla 26 se puede observar como en el grupo 1 (indice kappa > 12,33) un

mayor numero de pacientes presentan BOCG positivas e indice IgG > 0,58. Ademas, un

75% cumplen criterios de BTC, frente al 3,2% del grupo 2 (indice kappa < 12,33). En el

grupo 2 la gran mayoria de los pacientes presentan BOCG negativos y un indice IgG <

0,58.
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En lo referente a cumplir criterios tanto de RM como presentar BOCG positivas,
20 pacientes del grupo 1 cumplian ambas condiciones, frente a 1 sélo paciente del
grupo 2. No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los subgrupos
en la presencia de contraste con Gd. También se observaron diferencias entre ambos
grupos en la conversidon a EM. Mientras que en el grupo con indice kappa > 12,33 un
68,8% de pacientes convertia a EM, un 96,8% del grupo con indice kappa < 12,33 no

convirtio a EM.

INDICE KAPPA (12,33) Grupo 1 Grupo 2 Valor p
Pacientes (N) 32 126 -
Mujeres (%) 21 (65,6) 68 (54) -
Edad media (IC del 95%) 39,66 (35,48-43,85) 50,66 (47,70-53,62) 0,463
BOCG (+/-) 29/3 8/118 <0,0001
Indice 1gG (>0,58/<0,58) 24/8 10/116 <0,0001
23 criterios de BTC (%) 24 (75) 4(3,2) <0,0001
Con.tr.aste con Gd 15 (57,7) 1(25) 0,315
positivo (%)

Cumple criterios de RM y 20/12 1/125 <0,0001
BOCG (si/no)
Conversion a EM (%) 22 (68,8) 4(3,2) <0,0001

Tabla 26. Datos de laboratorio y clinicos para pacientes con sospecha de sindrome
neuroldgicamente aislado (SNA) empleando un punto de corte para el indice kappa de 12,33.
Grupo 1: pacientes con un indice kappa >12,33; grupo 2: pacientes con un indice kappa <12,33.
IC: intervalo de confianza. BOCG: bandas oligoclonales IgG, BTC: criterios de Barkhof-Tintoré;

RM: resonancia magnética.
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6. UTILIDAD CLINICA DEL INDICE KAPPA
Dados los resultados obtenidos tanto en el estudio piloto, como en el estudio de
validacién, vamos a analizar globalmente la utilidad clinica que muestra el biomarcador
“indice kappa” incluido en la rutina de nuestro hospital para predecir la conversion a

EM.

Para el analisis global, empleamos todos los datos obtenidos tanto en el estudio
piloto como en el estudio de ampliacién para la validacidon del primero. Con una
muestra de 334 pacientes, con una edad media de 47 afios (15-89), donde el 58,7% son
mujeres, un 34,8% (92) convierten a EM. Encontramos BOCG positivas en el 43,9%
(111 pacientes) de los pacientes, indice 1gG>0,58 en el 31,1% (104 pacientes), e indice
kappa>12,33 en el 32,9% (110 pacientes). Al analizar los resultados obtenidos de
acuerdo al valor de este ultimo parametro, clasificamos a los pacientes en dos
subgrupos de acuerdo al punto de corte de 12,33 para el indice kappa. En el subgrupo
1 se recogen los datos de los pacientes con un indice kappa elevado, >12,33; y en el
subgrupo 2 los datos de pacientes con un indice kappa por debajo del punto de corte,

<12,33 (Tabla 27).

Como cabe esperar de acuerdo a estudios previos, el porcentaje de mujeres
respecto al de hombres es superior en el subgrupo 1, que es el grupo que presenta
mayor probabilidad de conversidon a EM, con una edad media de 35,69 afios (33,69-
37,70). Dentro de este grupo, un 94,2% de los pacientes presentan BOCG positivas, y
un 65,4% cumple criterios de RM, ademas de presentar BOCG positivas. En lo referente
a los criterios de RM, 74 de los pacientes del subgrupo 1 cumplen 23 criterios de BTC.
Ademas, un 81,8% presenta un indice I1gG>0,58. También cabe destacar que un 77,6%
(83) de los pacientes clasificados en este subgrupo han convertido a EM en el
transcurso del presente estudio, frente al 5,7% (9) de los pacientes del subgrupo 2. En
este otro subgrupo, con indice kappa < 12,33, la mayoria de pacientes presentan BOCG
negativas en un 91,3%, el 93,8% muestra un indice 1gG<0,58, y el 94,9% no cumple

criterios de BTC. Un 96,6% presenta BOCG negativas y no cumple criterios de BTC.

Si nos centramos en la RM, en lo relativo al contraste con Gd, se observan

diferencias estadisticamente significativas entre ambos subgrupos. En el subgrupo 2, el
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92,1% presenta contraste negativo, lo que indica enfermedad no activa. Mientras que

en el subgrupo 1, un 28,9% presenta contraste con Gd positivo.

INDICE KAPPA (12,33) Subgrupo 1 Subgrupo 2 Valor p
Pacientes (N) 110 224 -
Mujeres (%) 79 (77,8) 117 (52,2) -

Edad media (IC del 95%) | 35,69 (33,69-37,70) 52,54 (50,08-55,00) 0,518

BOCG (+/-) 98/6 13/136 <0,0001
Indice IgG (>0,58/<0,58) 90/20 14/210 <0,0001
23 criterios de BTC (%) 74 (69,2) 11(52) <0,0001
Co n.tr.aste con Gd 28 (28,9) 3(7,9) 0,011
positivo (%)

Cumple criterios de RM y 68/36 5/144 <0,0001
BOCG (si/no)

Conversion a EM (%) 83(77,6) 9(5,7) <0,0001

Tabla 27. Datos de laboratorio y clinicos para todos los pacientes estudiados empleando
el punto de corte para el indice kappa de 12,33. Subgrupo 1: pacientes con un indice kappa
>12,33; subgrupo 2: pacientes con un indice kappa <12,33. IC: intervalo de confianza.
BOCG: bandas oligoclonales 1gG, BTC: criterios de Barkhof-Tintoré; Gd: gadolinio; RM:
resonancia magnética.
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DISCUSION
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DISCUSION

La EM es una enfermedad desmielinizante autoinmune que afecta a poblacién
adulta joven que se encuentra en la tercera década de vida y a mujeres [en una
proporciéon mujeres-hombres 3:1]. La incidencia anual en nuestro area geografica es de
4,6 casos por cada 100.000 habitantes con una prevalencia del 0,09% (lzquierdo G,
2015). Multitud de factores estdn implicados en esta patologia crénica de etiologia aln
desconocida. Como principal causante de discapacidad neurolédgica no traumatica en
adultos jévenes, la EM presenta un elevado impacto socioecondmico en nuestra
sociedad, que se ve incrementado con la progresion de la discapacidad. Ademas, es la
segunda causa de discapacidad en adultos jovenes en Espafia, después de los

accidentes de trafico segun la Sociedad Espafiola de Neurologia (SEN).

A pesar de que la esperanza de vida no parece estar afectada en la EM, si lo
estd su morbilidad. Aproximadamente, un 50% de los pacientes necesitaran ayuda
para caminar durante los 10 afios posteriores a su diagndstico (Weinshenker BG,
1989). Sin embargo, en estudios mas recientes se ha demostrado un transcurso mas
benigno de la enfermedad (Pittock SJ, 2004). Los tratamientos inmunomoduladores,
han permitido reducir significativamente el nimero de recaidas, y en cierta medida, la
progresién de la discapacidad. En estudios previos se ha observado como los costes
socio-sanitarios se incrementan segin aumenta el estadio EDSS. La mayoria de
pacientes con un EDSS > 6 muestran incapacidad laboral, con las consecuentes

pérdidas de productividad (Casado V, 2006).

Durante los ultimos afios, se ha demostrado la importancia que presenta un
diagndstico temprano de EM. Los avances en tecnologia han permitido desarrollar
nuevas metodologias, que han ayudado a la busqueda de un biomarcador éptimo. La
necesidad de establecer un diagndstico correcto y temprano en los pacientes con EM
es de vital importancia, puesto que podria ayudar a frenar, o al menos disminuir la
progresién de la enfermedad. Con este propdsito, las pruebas de laboratorio, junto con

la clinica del paciente y el resultado de la RM, son claves.
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Por un lado, las pruebas de RM poseen una baja sensibilidad para predecir la
conversion de los pacientes que han presentado un primer evento clinico o SNA. Por
otro lado, respecto a las pruebas de laboratorio que se emplean actualmente en los
laboratorios de referencia: las BOCG, a pesar de ser una herramienta excelente para
ayudar al diagndstico de la EM, poseen una precisién entre laboratorios dispar, es
decir, existe una falta de estandarizacion; y el indice 1gG presenta una baja
sensibilidad. Todo ello, refuerza la necesidad de la busqueda de un nuevo
biomarcador. Los niveles elevados de CLL k¥ en LCR han sido propuestos como una

buena herramienta diagndstica, de gran utilidad para establecer la conversién a EM.

A pesar de que la asociacién entre CLL y EM es conocida desde hace mds de 30
afos, ha sido en la ultima década, con la aparicion de métodos automatizados y
altamente reproducibles, cuando se han realizado multitud de estudios haciendo
referencia al valor prondstico del incremento de CLL k en LCR en pacientes con EM o
con SNA con una elevada probabilidad de conversién a EM (Villar LM, 2012; Hassan
Smith G, 2014). Pueden medirse mediante la cuantificacion directa de CLL k en LCR o
calculando el indice kappa, que relaciona la concentracion de CLL k en suero y LCR con
la de albumina. Ambos biomarcadores han mostrado una alta sensibilidad diagndstica.
No obstante, el indice kappa, ha mostrado una mayor sensibilidad y especificidad para

el diagndstico de la EM (Desplat-Jego S, 2005; Presslauer S, 2008; Duranti F, 2013).

Caracteristicas de los pacientes

En el estudio piloto analizamos 176 pacientes, de los que un 60,8% eran
mujeres. Los pacientes fueron seleccionados y clasificados en 5 grupos de estudio: HN,

ENNI, ENI, SNA' y EMRR.

Los pacientes con EMRR representan un grupo de pacientes con caracteristicas
clinicas y seroldgicas tipicas de esta patologia: una mayor frecuencia de mujeres
(58,60%), con una edad media de 34,81 afos [mediana de edad: 34,70 afios; rango de

edad: 17-57 afios], alto porcentaje de pacientes con BOCG positivas (96,6%), con indice
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IgG mayor de 0,56 (75,9%), y que cumplen >3 criterios de BTC (72,4%). Estos datos son
similares a los recogidos en la literatura cientifica en nuestro area geografica (Villar
LM, 2009; Villar LM, 2012; Izquierdo G, 2015; Candeliere-Merlicco A, 2016). En algunos
de los estudios publicados mas recientemente, en los que se recogen las caracteristicas
de los pacientes con EM, éstos muestran una edad media y una proporcion de mujeres

caracteristicos de esta patologia (Tabla 28).

Referencias EM Edad media (EM) % mujeres (EM)
Passerini G et al. 34/100 37,4 (27,8-46,3) 21(61,8)
Menéndez-Valladares P et al. 29/176 34,81 (17-57) 17 (58,6)
Makshakov G et al. 98/198 32 (%9,6) 67 (68)
Duranti F et al. 23/80 39 (21-58) 14 (60,9)
Desplat-Jégo S et al. 33/89 33 (21-41) 12 (80)

Tabla 28. Edad y sexo de los pacientes con EM en aquellos articulos en los que se hace
referencia al indice kappa; en comparacién con lo recogido en nuestro estudio (resaltado en
verde).

En los grupos control, los pacientes con HN suponen un grupo homogéneo, con
mayor frecuencia de hombres (73,2), y una edad media de 75,72 afios [rango de edad:
40-87 anos], mucho mayor que la presentada en los pacientes con EMRR. Todos
presentan BOCG negativas, indice 1gG < 0,56 salvo un paciente (0,89), y ninguno
cumple = 3 criterios de BTC. El porcentaje de mujeres en los grupos con ENNI y ENI es
superior al de hombres, 66,7% vy 64,3% respectivamente, con una edad media de 39,11
y 44,77 afos respectivamente [rango de edad: 15-71 aios; 30-75 afios]. Todos
presentan BOCG negativas, ninguno cumple > 3 criterios de BTC, y la mayoria
presentan un indice IgG < 0,56, salvo un paciente del grupo ENNI (0,58) y dos pacientes
del grupo ENI (0,60 y 0,74). Como ya se describié en los resultados, los tres grupos
control: HN, ENNI y ENI, fueron considerados como un Unico grupo dadas las
caracteristicas observadas en estos pacientes, y los resultados obtenidos en el analisis

de las CLL k en LCR.
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El grupo con SNA es un grupo mas dispar, en el que se recogen pacientes con
baja y alta probabilidad de conversién a EM. El porcentaje de mujeres es mayor que el

de hombres (77,9%), con una edad media de 35,26 afios [rango de edad: 15-62 afios].

En el estudio de validacién analizamos 158 pacientes, de los que el 56,3% eran
mujeres. Estos pacientes fueron clasificados en dos grupos segun el punto de corte
obtenido para el indice kappa en el estudio piloto de 10,62. En el caso del grupo con
indice kappa patoldgico, la edad media de 39,25 afios [rango de edad: 22-73] esta en
concordancia con la presentada por los pacientes con EMRR del estudio piloto [34,81
afos]; mientras que en el grupo con indice kappa < 10,62, la edad media fue superior,

50,09 afios [rango de edad: 15-89 afios].

Evaluacion de las CLLk y A en LCR, y sus respectivos indices

Las diferencias encontradas en el valor de las CLL k en LCR entre los controles y
los grupos SNA y EMRR [mediana controles: 0,16, 0,12, 0,14 respectivamente, frente a
0,73 (SNA) y 1,45 (EMRR)], demuestran la presencia de una mayor concentracion de
CLL k¥ en el LCR de pacientes que presentan EM o en pacientes con SNA con una
elevada probabilidad de conversién a EM. Sin embargo, en el caso de las CLL A en LCR
estas diferencias no fueron notables. El grupo control HN presenté una mediana (0,15)
con un valor similar a la presentada por los SNA (0,18) y los EMRR (0,22), aunque el
rango intercuartilico de estos dos ultimos grupos fue mas amplio respecto a los

controles, lo que demuestra un elevado valor prondstico negativo de las CLL A en LCR.

En cuanto a los indices, se encontraron diferencias para el indice kappa entre
los 3 grupos control (mediana: 1,62, 3,37, 2,87 respectivamente), frente a los SNA
(mediana: 35,61) y EMRR (mediana: 88,00). Respecto al indice lambda, se encontraron
diferencias mas notables entre los diferentes grupos, que las observadas para las CLL
A en LCR. Las medianas para los controles (HN, ENNI, ENI) fueron muy similares entre
si, 1,28, 1,35 y 1,10 respectivamente, mostrando diferencias estadisticamente

significativas con los grupos SNA (3,81) y EMRR (5,43).
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Obtuvimos un punto de corte inicial de 0,38 mg/L para las CLL k en LCR, algo
inferior al expuesto en publicaciones previas en las que se empled la misma
metodologia que la empleada en nuestro laboratorio, como es el caso del estudio
publicado por Villar LM, en el que el punto de corte fue de 0,53 mg/L (Villar LM, 2012);
similar al publicado por Fischer C et al., de 0,50 mg/L (Fischer C, 2004).

A partir del punto de corte de 0,38 mg/L para las CLL k en LCR, dividimos a los
pacientes con SNA en 2 grupos. En el grupo con valores altos de CLL ¥ en LCR, todos los
pacientes presentaron BOCG positivas e indice IgG > 0,56, y un elevado porcentaje
cumplia criterios de RM (BTC), parametros que se encuentran asociados con el riesgo
de conversidon a EM. Después de realizar un seguimiento a estos pacientes, un elevado
porcentaje dentro de este grupo finalmente convirtié a EM (77,8%), frente sélo un
9,4% de pacientes con un valor de CLL x en LCR inferior a 0,38 mg/L. Estos datos estan
en linea por los presentados por Villar LM et al., a pesar de la diferencia obtenida en el
punto de corte. En este estudio, un 71,4% de los pacientes con CLL k¥ en LCR > 0,53
mg/L convirtié a EM, frente sélo el 10,34% del grupo con CLL k en LCR < 0,53 mg/L
(Villar LM, 2012).

Valores elevados de CLL ¥ en LCR, se asocian con una mayor actividad de
desmielinizaciéon del SNC, y en consecuencia, con la progresidon de la enfermedad
(Rinker JR 2nd, 2006). Después del seguimiento de los pacientes con SNA, se observé
que los pacientes con un valor de CLL k¥ en LCR > 0,38 mg/L, presentaban un riesgo de
conversion a EM 9,66 veces superior (IC del 95%: 5,10-18,30) respecto a los pacientes
con un valor de CLL k¥ en LCR inferior a 0,38 mg/L. La mediana de conversidn para los
pacientes con valores elevados de CLL x en LCR fue de 14 meses. En el estudio de Villar
LM et al., el HR fue similar (9,13) con un IC mas amplio (IC del 95%: 2,8-29,78).
Asimismo, en el estudio de Nazarov VD et al. obtuvieron un HR de 9,718. Como se
puede concluir en estos 3 estudios, el riesgo de conversién a EM cuando el paciente
presenta un elevado valor de CLL k en LCR se multiplica por mas de 9 veces respecto a
aquellos pacientes que presentan valores bajos de CLL x en LCR (Villar LM, 2012;

Nazarov VD, 2017).
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Segun estudios previos, el indice kappa es el que ha mostrado una mayor
sensibilidad y especificidad clinica para detectar EM, en comparacion con las CLL k en
LCR. En nuestro estudio piloto, como ya se ha descrito, se obtuvieron las mismas

conclusiones.

Mediante el empleo de las curvas ROC obtuvimos un nuevo punto de corte de
0,73 mg/L para las CLL k¥ en LCR, 0,41 mg/L para las CLL A en LCR, 0,56 para el indice
IgG, 10,62 para el indice kappa, y 1,77 para el indice lambda. Las CLL A en LCR no
presentaron valores aceptables (sensibilidad=44,83; especificidad=97,14). Aunque la
sensibilidad y especificidad para las CLL k¥ en LCR fue buena, 75,86 (56,5-89,7) y 97,14
(90,1-99,7) respectivamente, el indice kappa presentd mejores caracteristicas

diagndsticas [sensibilidad = 93,1 (77,2-99,2), especificidad = 95,7 (88,0-99,1)].

En las tablas 29-32 se comparan los resultados obtenidos en nuestro estudio,
con los de otros trabajos de similares caracteristicas, ademds de la realizaciéon de un

metaanalisis (Figuras 51-54).

Si comparamos el punto de corte obtenido para las CLL k en LCR en nuestra
cohorte de pacientes (CLL k en LCR= 0,73 mg/L) con otros estudios en los que se ha
empleado el mismo equipo de medicién, asi como el mismo kit de medicidn de las CLL
k en LCR, observamos que en la mayoria de los casos el punto de corte es ligeramente
inferior. Tal es el caso de lo recogido en los articulos de Fischer C et al. en 2004 (CLL k
en LCR 0,50 mg/L), que muestra una elevada sensibilidad (93,8%), sin embargo, no
hace alusion a la especificidad; Arneth B et al. en 2009 (CLL k¥ en LCR 0,41 mg/L), con
valores de sensibilidad y especificidad elevados (95% y 100%, respectivamente); Villar
LM et al. en 2012 (CLL ¥ en LCR 0,53 mg/L), con una alta sensibilidad (90%) y una
buena especificidad (82,1%). Por el contrario, el estudio publicado por Hassan-Smith G
et al. en 2015, muestra un punto de corte de 0,9 mg/L para las CLL ¥ en LCR, con una
sensibilidad y especificidad elevadas (95,7% y 98,1%, respectivamente), valor
ligeramente superior al obtenido en nuestro estudio. En otro estudio publicado en
2016 por Passerini G et al., el cut-off de 4,1 mg/L para las CLL k en LCR fue muy

superior al obtenido hasta la fecha en los trabajos publicados, ademds no presenta
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valores aceptables de sensibilidad y especificidad, 66,1% y 77,3% respectivamente. El
cut-off publicado por Makshakov G et al., también es muy diferente al resto, lo que es
debido a que en este estudio no se emplearon técnicas nefelométricas para la
determinacion de las CLL k en LCR como en la mayoria de trabajos publicados, sino que
se emplearon técnicas de ELISA (Tabla 29). La comparabilidad del punto de corte para
las CLL k¥ en LCR empleadas en diversos estudios es baja, lo que es debido
principalmente a diferencias en el disefio del estudio, en la poblacién y en los métodos

de seleccién del punto de corte.
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Punto de

Equipo
. . corte CLL  Sensibilidad Especificidad Tipo q p
Referencias Afo medicion de
xen LCR (%) (%) de Ac .
CLL (reactivo)
(mg/L)
Passerini G et al. 2016 4,1 66,1 77,3 M BN IIF(II-\IC;.atex
Menéndez-
VCUEELIESLGE 0,73 75,9 97,1 p BN Il (Freelite)
al. (datos no
publicados)
Makshakov G et | 545 0,1030 92,9 88,8 M SR
al. mediante ELISA
Hassan-Smith G |/, 0,9 95,7 98,1 p BN Il (Freelite)
etal.
0,56 - - Delta (Freelite)
Bernardi G et al. 2013
0,22 - - BN Il (N latex
Villar LM et al. 2012 0,53 90 82,1 P BN Il (Freelite)
Arneth B et al. 2009 0,41 95 100 P BN Il (Freelite)
Fischer C et al. 2004 0,50 93,8 - P BN Il (Freelite)

Tabla 29. Punto de corte para las CLL ¥ en LCR, sensibilidad y especificidad que predice conversion a

Esclerosis Muiltiple en los diferentes estudios publicados hasta la fecha en comparacién con lo recogido en

nuestro estudio (resaltado en verde) [Anticuerpos (Ac) empleados en el andlisis: monoclonal (M), policlonal

(P); equipos de medicién: nefelémetro BNII™ (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.), nefelémetro Delta
(RADIM); kits para la determinacién de CLL: Freelite® (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK), N
Latex FLC (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.); Ensayo mediante ELISA (Polignost Ltd., St. Petersburg,

Russia)].

Dadas las mejores caracteristicas que presenta el indice kappa, nos centramos

ahora en el analisis del indice kappa. La mediana del indice kappa del grupo de

pacientes con SNA con un indice kappa superior a 10,62 [82,09 (39,73-290,40)], fue del

orden de la obtenida para los pacientes con EMRR [88 (33,96-295,13)]. Estos hallazgos

apoyan el punto de corte obtenido para el indice kappa de 10,62 mediante al analisis

de la curva ROC, como biomarcador de gran valor en la conversidon a EM de pacientes

con SNA.
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El empleo del indice kappa para detectar la sintesis intratecal de
inmunoglobulinas ha sido publicado por otros grupos (Desplat-Jego S, 2005; Presslauer
S, 2008; Duranti F, 2013; Bernardi G, 2013; Passerini G, 2016; Pieri M, 2017) [ver

caracteristicas clinicas de los pacientes en tabla 28 y 30].

Referencias EM SNA Controles ENNI ENI
indice kappa 41,67 - - 2,56 3,04
Pieri M et al.
(176) BOCG (+/Total) 65/71 - - 2/72 4/33
. indice kappa 22,4 17,4 - 1,9 1,8
Passerini G et al.
(100) BOCG (+/Total)  27/34  13/22 - 2/21 4/23

Makshakov G et | indice kappa 5 - - - .
al.

(198) BOCG (+/Total) (98) (41) - (43) (16)
Bernardi G et al. | Indice kappa 52,3 - 22 = =
(Centro 1:75) | BoCG (+/Total)  24/24 - 2/51 - -
Bernardi G et al. | Indice kappa 19,4 - 1,7 - 5
(Centro 2:21) | BocG (+/Total)  15/16 - 0/5 - .
Duranti F et al. indice kappa 41,07 - - 2 3,48
(80) BOCG (+/Total)  18/23 - - 1/33 4/24
Presslauer S et | indice kappa 6574 63,03 - (3,01;2,33;3,3;1,34) 1,35
al. (438) BOCG (+/Total)  64/70  25/29  (368) (234) (78)
Desplat-Jégo S indice kappa 41 34 - 9 18,5
etal. (89) BOCG (+/Total)  31/33  13/15 - 0/33 4/8

Tabla 30. Descripcion de las caracteristicas clinicas de los pacientes en aquellos articulos en los que se
hace referencia al indice kappa en pacientes con sospecha de Esclerosis Multiple; en comparacién con lo
recogido en nuestro estudio (resaltado en verde).
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En el grupo de pacientes con EM se observa un valor del indice kappa muy
superior respecto al resto de grupos en todos los estudios analizados (Tabla 29).
Asimismo, el valor del indice kappa también es superior en el grupo de pacientes con
SNA respecto a los grupos controles. En el grupo de pacientes con SNA se recogen en
todos los estudios pacientes con mayor o menor probabilidad de conversién a EM, de
ahi el mayor valor del indice kappa medio respecto a los controles, pero inferior al
grupo de EM definida. Ademds, la mayoria de pacientes con EM presentan un
resultado de BOCG positivo, mientras que en los grupos de controles, el nimero de

pacientes con BOCG positivas es minimo.

En nuestra cohorte de pacientes, un indice kappa elevado >10,62 incrementa el
riesgo de conversién a EM. La misma metodologia, mismo equipo (BNII™) y mismo kit
para determinar las CLL kappa (Freelite®), tan sélo fue empleado por el grupo de
Desplat-Jégo S et al., obteniendo un punto de corte que es el doble que el nuestro
(indice kappa=20). Por otro lado, si tenemos en cuenta aquellos trabajos en los que se
ha empleado el mismo kit de reactivos, en este caso Freelite®, utilizando diferentes
nefeldmetros, nuestro indice kappa es mayor que lo publicado hasta la fecha: en el
articulo publicado por Presslauer S et al. en 2008 obtuvieron un punto de corte para el
indice kappa de 5,9 (sensibilidad del 96%; especificidad del 86%), presentando una
especificidad mayor (95,7%), y una sensibilidad menor (93,1%) que las nuestras; y en el
articulo publicado por Bernardi G et al. en 2013, el punto de corte obtenido para el
indice kappa fue de 7,82 con una sensibilidad del 95%. En un estudio publicado
recientemente por Pieri M et al. (mayo 2017), se obtiene un punto de corte para el
indice kappa ligeramente superior al obtenido en nuestro estudio, 12,3, con una
sensibilidad y especificidad excelentes (93% y 100% respectivamente). En los estudios
en los que se emplea el analizador BNII™ y el kit N Latex FLC se obtienen unos valores
para el indice kappa similares, pero muy inferiores a los obtenidos empleando otros
equipos de medicidn u otro kit de reactivos, tal es el caso del estudio de Bernardi G et
al. publicado en 2013, en el que se obtiene un valor de 2,72; y el estudio de Passerini G
et al. publicado en 2016, con un valor de 2,43. Seria interesante estudiar las diferencias
obtenidas entre los diferentes estudios y analizar la causa de las mismas para poder

garantizar una buena reproducibilidad de las muestras (Tabla 31).
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Punto de Equipo
. ~ Sensibilidad Especificidad Tipo q p
Referencias Afo corte medicion de
., (%) (%) de Ac .
indice kappa CLL (reactivo)
PieriMetal. | 2017 12,3 93 100 m BN Prospec(N
Latex FLC)
Passerini G et | 3016 2,43 89,3 77,3 M BNIN Latex
al. FLC)
Menéndez-
Valladares P 2015 10,62 93,1 95,7 P BN Il (Freelite)
etal.
Makshakov G | 5015 0,0032 40 92.3 M Ensayo
etal. mediante ELISA
i 7,82 95 98 M Delta (Freelite)
Bernardi G et 5013
al. 272 100 98 M BN Il (N latex
' FLC)
Duranti F et 2013 12 95 91 M BN Prospec (N
al. Latex FLC)
PresslauerS | 5008 5,9 9 86 M BN Prospec
etal. (Freelite)
Desplat-Jégo | 5005 20 69,7 81,8 P BN Il (Freelite)
Setal.

Tabla 31. Punto de corte para el indice kappa, sensibilidad y especificidad que predice conversién a

Esclerosis Muiltiple en los diferentes estudios publicados hasta la fecha en comparacidn con lo recogido

en nuestro estudio (resaltado en verde) [Anticuerpos (Ac) empleados en el analisis: monoclonal (M),

policlonal (P); equipos de medicidon: nefelémetro BNII™ (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.),

nefelémetro BN Prospec® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.), nefelémetro Delta (RADIM); kits para la

determinacion de CLL: Freelite® (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK), N Latex FLC (Siemens

Healthcare Diagnostics Inc.); Ensayo mediante ELISA (Polignost Ltd., St. Petersburg, Russia)].

A pesar de los valores de sensibilidad y especificidad mostrados por el indice

kappa, las BOCG presentan una mejor precisidon, con una sensibilidad del 96,5% y una

especificidad del 98,6%, lo que apoya estudios previos en los que se emplea la misma

metodologia para la determinacién de las BOCG (Villar LM, 2012).

Sin embargo, mediante la determinacion del indice kappa, las desventajas que

presentan las BOCG, como son la necesidad de técnicos expertos para desarrollar el

analisis y con amplia experiencia en la interpretacidn de los geles, junto con la falta de
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estandarizacién (baja reproducibilidad entre laboratorios), pueden ser evitadas. En
definitiva, hasta la fecha el indice kappa es la mejor alternativa a las BOCG para el

cribado de la EM.

En lo referente al indice lambda, como ya se ha descrito, ademas de que el
numero de estudios recogidos en la bibliografia es escaso, presentan peores
caracteristicas de sensibilidad y especificidad respecto al indice kappa (Tabla 32). El
punto de corte obtenido en nuestro estudio fue de 1,77 con una sensibilidad y
especificidad de 82,8% y 80% respectivamente. Los puntos de corte obtenidos en los
estudios en los que se ha analizado este pardmetro son muy diversos y resultaria
complejo realizar comparaciones. Cabe destacar que tanto los valores de sensibilidad
como de especificidad son aceptables en la mayoria de estudios, situandose en valores

alrededor del 80%.

Punto de Equivo
. . corte Sensibilidad Especificidad Tipo q p
Referencias Afo .. medicion de
indice (%) (%) de Ac CLL (reactivo)
lambda
Pieri M et al. 2017 6,56 83 82 m BN Prospec(N
Latex FLC)
Passerini G et 2016 3,04 82,1 75 M BN II (N Latex
al. FLC)
Menéndez-
ValladaresPet | 55,5 447 82,8 80 P BNII (Freelite)
al. (datos no
publicados)
Makshakov G | 7015  0,00029 4 92,3 M Ensayo
etal. mediante
. 4,36 83 - M Delta (Freelit
Bernardi G et LB IAEEE,
2013
al. 2,07 93 - M BN Il (N latex
FLC)

Tabla 32. Punto de corte para el indice lambda, sensibilidad y especificidad que predice conversion
a Esclerosis Multiple en los diferentes estudios publicados hasta la fecha en comparacion con lo
recogido en nuestro estudio (resaltado en verde) [Anticuerpos (Ac) empleados en el analisis:
monoclonal (M), policlonal (P); equipos de medicién: nefeldmetro BNII™ (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc.), nefeldémetro BN Prospec® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.), nefelémetro Delta
(RADIM); kits para la determinacion de CLL: Freelite® (The Binding Site Group Ltd., Birmingham, UK),
N Latex FLC (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.); Ensayo mediante ELISA (Polignost Ltd., St.
Petersburg, Russia)].
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Los datos de cada estudio en el que se hace referencia al empleo del indice
kappa para el diagndstico de la EM mostrados en la tabla 31, se organizaron de manera
sistematica y fueron depurados para realizar el metaandlisis mediante el programa
MetaDisc (ES)®. Se incluyeron aquellos estudios en los que se empled el indice kappa
para el diagndstico de la EM, y en los que se emplearon técnicas nefelométricas para la
determinacién de las CLL. A partir de estos datos valoramos la heterogeneidad de los
estudios y la posible existencia de efecto umbral, uno de los principales sesgos en los

metaanalisis.

Mediante el modelo de efectos aleatorios de DerSimonian y Laird, con un nivel
de confianza del 95%, se determind que no habia evidencia estadistica de
heterogeneidad [r=-0,405, p=0,320]. Estos resultados se confirman con la curva ROC
resumen (SROC), constituida mediante la combinacién de las estimaciones de
sensibilidad y especificidad de los estudios incluidos en el metadanalisis (Figura 51). Se
obtuvo un drea bajo la curva de 0,9760, que representa el rendimiento diagndstico del
indice kappa, con un indice Q=0,9300, que indica el punto de mayor sensibilidad y

especificidad (medida global de eficacia de la prueba en estudio, indice kappa).

Por medio de la realizacion del metaanalisis, el resultado de sensibilidad global
fue de 0,92 (IC al 95%: 0,88 — 0,95) (Figura 52), y la especificidad global de 0,91 (IC al
95%: 0,88 — 0,93) (Figura 53). Ademas, se determind una odds ratio diagndstica global
de 176,59 (IC al 95%: 40,186-776,03) mediante el modelo de efectos aleatorios, que
indica que el indice kappa posee una buena capacidad discriminatoria (Figura 54; Tabla
33). No existen grandes diferencias en el porcentaje de contribucién de cada estudio
en el calculo de la odds ratio media como se refleja en la tabla 33, en la que se recogen
los peso en % de cada estudio, junto con los valores de la odds ratio diagndstica. En

concreto, nuestro estudio contribuye en un 11,85%.

Existio heterogeneidad de los estudios en relacién a la sensibilidad (chi
cuadrado=29,93; p<0,0001), y especificidad (chi cuadrado = 33,72; p<0,00001). De
manera general, la sensibilidad de los estudios para obtener un punto de corte para el
indice kappa, estuvo comprendida entre 0,70 y 1,00; y la especificidad entre 0,77 y

1,00. Los resultados se recogen en las graficas forest plot (Figuras 52-54). En lo
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referente a nuestro estudio, la sensibilidad se encuentra dentro del rango medio global
calculado, mientras que la especificidad es ligeramente superior a la media global. Uno
de los estudios presenta una especificidad muy inferior al resto, que hace que la media
global de especificidad sea menor a la esperada. En cuanto a la odds ratio diagndstica,
el valor calculado en nuestro estudio se encuentra dentro del rango global medio, lo
gue apoya la buena capacidad discriminatoria del punto de corte calculado en nuestro

estudio para el indice kappa.

Senszibiidad Curva SROC
1 T
,..--f_'d_—'_'_ — 1
“ /’/—
0.9 - /. P Curva SROC simétrica
/ ALC =0.9760
SE[ABUC)=00740
0.8 ! 0" = 0,9300
SE(Q¥) =0,0246

0.7 L
0E -
05 -
04 -
0.2
0.2 -
01 -
1

] nz2 0.4 0E& 0.2 1

1-Ezpecificidad

Opciones del analisis:

Afiadir 1/2 zdlo a loz egtudios con ceroz

Filtro IMACT WO

La curva SROC zimétrica ha zido ajustada mediante el modelo de DerSimonian-Laird.

Definicion de region relevante: Todo el ezpacio ROC

Figura 51. Curva SROC. Revela la distribucion de los estudios que hacen referencia al indice
kappa y que emplean técnicas nefelométricas para la determinacion de las CLL (cada estudio
es un punto del gréfico de dispersion; el punto rojo se corresponde con nuestro estudio
publicado). Se mantiene la relacidn de interdependencia entre sensibilidad (eje de ordenadas)
y especificidad (eje de abscisas, representado por 1-especificidad), que varia conforme el
umbral de corte (linea central azul). Se muestran los intervalos de confianza del umbral de
corte (lineas azules superior e inferior).
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Sensibilidad

0=

Sensibilidad (953 CI)

Pieri et al. 2017 093 [0.80-0.99)]
FPazserni et al.. 2016 089 [0.74-087]
tenéndezalladares et al.. 093 [0.69-1.00)
Bermardi et al. [Centra 1), 0495 (081-1.00)
Bermardi et al. [Centro 2], 1.00 (0,95-1.00)
Duranti et al. 2013 0,95 [0.80-1.00]
Prezslaver et al.. 2008 096 (0.73-1.00)
Desplat-léga et al.. 2005 0,70 [052-0.84]

Sensibiidad Global = 0,32 (0,88 to 0,35]
Chi-cuadrado = 29,93; df = 7 [p=0,0007)

Figura 52. Representacion forest plot de la sensibilidad.
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E specificidad

Especificidad [95% Cl)

Pieri et al.. 2017 1,00 (0594 -1,00)
Fazgenni et al. 2016 077 [0EZ-0.83]
Menéndezalladares et al. 096 [084-1.00]
Bernardi et al. [Centro 1]. 088 [0591-1.00]
Bernardi et al. (Cento 2). 0493 (082-1.00)
Druranti et al.. 2013 091 [0.82-0.36]
Presslauer et al.. 2008 086 (077-0493)
Dezplat-Jégo et al. 2005 082 [0E3-092]

E specificidad Global = 0,91 [0,88 1o 0,93)
Chi-cuadrado = 33,72, df = 7 [p = 0,0000]

Figura 53. Representacion forest plot de la especificidad.

0,00 1
Odds Ratio Diagndstica

1000.00

0OR diagnastica [95% CI)

1.377.85 [52.54 - 27.698,24)
2839 [7.77 - 103.76)

Pieri et al.. 2017
Fazserni et al.. 2016

Menéndez alladares et al.. 29980 [26.03 - 2.445,98)
Bernardi et al. [Centra 1) 931.00 [30.96 - 9.525,09)
Bernardi et al. [Centro 2). 372964 (119,93-115.937.39
Diranti et al. 2013 13184 [29.871 -1.234.76)
Presslauer et al.. 2008 14728 [11.21-1.934.67)
Dezplat-léga et al. 2005 1035 [3.71-28.84)

Modelo de Efectos Aleatorios
Odds Ratio Diagndstica Global = 176,59 (40,19 to 776,03]
Cochran-i = 31,57, df = 7 [p=0.0000)

Figura 54. Representacion forest plot de la odds ratio diagndstica (empleando el modelo de

efectos aleatorios de DerSimonian y Laird).
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. Punto de
Referencias OR (IC al 95%) % peso
corte
Pieri M et al. (2017) 12,3 1377,9 (68,5-27698,2) 10,18
Passerini G et al. (2016) 2,43 28,39 (7,7-103,8) 15,43
WA IR LTES 10,62 299,5 (26,0-3446,0) 11,85
etal. (2015)
7,82 931,0(90,9-9529,1) 12,22
Bernardi G et al. (2013)
2.72 3729,6 (119,9-115987,4) 9,01
Duranti F et al. (2013) 12 191,8 (29,8-1234,8) 13,71
Presslauer S et al. (2008) ) 147,3 (11,2-1934,7) 11,44
Desplat-Jégo Setal. 20 10,3 (3,7-28,8) 16,15
(2005)
GLOBAL 176,6 (40,2-776,0)

Tabla 33. Datos de la odds ratio diagnostica. Recoge el intervalo de confianza al 95% de
cada estudio incluido en el metaandlisis, asi como el peso de cada estudio en %.

Los pacientes con SNA con un valor del indice kappa elevado, por encima de
10,62 presentan un riesgo de conversién a EM elevado (HR=7,34), respecto a los
pacientes con valores del indice kappa <10,62 (p < 0,0001). Si empleamos la regresidn
de Cox combinando el indice kappa con los criterios de BTC, obtenemos un HR inferior
(HR=5,30) al obtenido en el analisis univariante con el indice kappa, lo que es

consistente con estudios previos (Villar LM, 2012).

El valor predictivo del indice kappa de 10,62 para la conversiéon a EM esta
afianzado por el hecho de que ambos subgrupos con SNA divididos por dicho punto de
corte, presentan diferencias estadisticamente significativas comparando los criterios
de BTC para la diseminacidn de lesiones en el espacio y en el tiempo, y los criterios de
RM junto con BOCG. El indice kappa es un fuerte predictor de la sintesis intratecal de
lgG (BOCG positivas, indice 1gG >0,56), lo que respalda las observaciones obtenidas en

otros estudios (Arneth B, 2009; Senel M, 2014).
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El hecho de que el 71,4% de los pacientes con un indice kappa por encima del
punto de corte convierta a EM, mientras que el 28,6% permanece como SNA, esta en
linea con publicaciones previas en las que se correlaciona un elevado valor del indice

kappa con la conversién a EM (Rinker JR 2nd, 2006; Villar LM, 2012).

Correlacion del indice kappa con el estadio EDSS

En la bibliografia nos encontramos con una ligera discrepancia referente a la
correlacién entre el indice kappa, y la Expanded Disability Status Scale (EDSS) de

Kurtzke para cuantificar la discapacidad de los pacientes con EM.

Desplat-Jego S et al. en 2005, no observaron ninguna correlacion entre el indice
kappa y la escala EDSS, con una r=0,17. La misma conclusién fue descrita por
Presslauer S et al. en el articulo publicado en 2008 (datos no mostrados). Por el
contrario, Makshakov G et al. en un estudio publicado en 2015, mostraron una
correlacién entre el indice kappa y la escala EDSS, con una r=0,4184 y una p=0,0072.
Aunque no se trata de una gran correlacién, si es significativa. En 2017, Pieri M et al.

también concluyeron que existia una correlacién positiva entre ambos parametros.

En nuestro estudio, no encontramos correlacidon entre el indice kappa y la
escala EDSS al analizarla como escala cuantitativa discreta (r=0,133, p=0,166), ademas
de presentar un mal coeficiente de correlacidn, éste no es significativo. Sin embargo, al
agrupar a los pacientes en 4 grupos segun el grado de discapacidad al inicio (EDSS<2;
EDSS entre 2.0-2.5; EDSS entre 3-3.5; y EDSS > 4), si encontramos diferencias
estadisticamente significativas (p=0,031) para el indice kappa. Si ademas, agrupamos a
los pacientes en dos grupos segun el punto de corte del indice kappa de 10,62, que
predice una alta probabilidad de conversion a EM, observamos que la mayoria de
pacientes que presentan un mayor grado de discapacidad se encuentran en el grupo
con un indice kappa > 10,62. Una escala EDSS > 2, que implica una leve discapacidad
fue encontrada en un 64,47% de los pacientes con un indice kappa > 10,62, frente a un

39,29% de los pacientes con un indice kappa < 10,62.
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Correlacion del indice kappa con otros parametros estudiados

Comparamos el valor del indice kappa considerando el punto de corte de 10,62,
con la presencia de brote en el momento de la puncidn lumbar, y nos encontramos con
que presentaban diferencias estadisticamente significativas (p=0,005). El grupo con un
valor elevado, indice kappa>10,62, mostrd una mediana de 158,84, frente al grupo con
un indice kappa<10,62, con una mediana de 42,52. Ademas, los pacientes con valores
elevados del indice kappa, con un valor >323, que no se encontraban en brote en el
momento de la punciéon lumbar, convirtieron a EM. Todo ello, refuerza el valor

diagnéstico del indice kappa como biomarcador de conversion a EM.

De igual modo, estudiamos si habia alguna relacién entre el indice kappa vy el
sistema funcional afectado en el brote (cerebelo, funciones sensoriales, vejiga,
funciones visuales, funciones neuropsicoldgicas; y tracto piramidal, tronco cerebral), y

no observamos ninguna correlacion (p=0,145).

Asimismo, estudiamos el motivo de la conversién a EM, debida a un brote o por
presentar criterios de EM (EM + BOCG), y no encontramos ninguna correlacién

(p=0,634).

Correlacion del indice kappa con el tratamiento del paciente

No se observaron diferencias entre el indice kappa y el tratamiento del
paciente, asi como entre el hecho de que el tratamiento del paciente fuera modificado
durante el transcurso de la enfermedad. Sin embargo, cuando se agruparon los
pacientes de acuerdo a la terapia recibida: primera, y segunda linea, se observaron
diferencias significativas. Los pacientes que recibieron una terapia de segunda linea, ya
sea como primer tratamiento o como segunda opcidn terapéutica, presentaron valores
de indice kappa superiores a los presentados por los pacientes que recibian una
terapia de primera linea (medianas=143 y 59, respectivamente). Estos resultados

ponen de manifiesto el elevado valor prondstico que posee el biomarcador indice
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kappa, dado el mayor valor que presentan los pacientes que son sometidos a una

terapia de segunda linea.

Para evaluar la utilidad del biomarcador indice kappa como marcador
prondstico o de monitorizacion de la terapia, seria necesario realizar al menos una
segunda puncién lumbar transcurrido un tiempo determinado desde el inicio de la
terapia para determinar si existen cambios en el indice kappa. Por motivos de bioética
seria complicado realizar ese seguimiento del paciente, dadas las caracteristicas
invasivas y no exentas de riesgos que presenta la realizacion de las punciones
lumbares, asi como el requisito de contar con el consentimiento informado de los

pacientes.

Validacidn del indice kappa

Con el indice kappa incluido en la cartera de servicios de nuestro hospital,
analizamos las muestras recibidas procedentes de nuestro area. Estudiamos un total
de 158 pacientes, a los que se les realizd un seguimiento de un afio para validar el
punto de corte de 10,62 obtenido en el estudio piloto. Debido a un cambio de
metodologia ajeno a nosotros, el equipo de medicién para la determinacién de las CLL
k¥, fue modificado (SpaPlus® por BNII™) aunque si se mantuvo el kit de reactivo
(Freelite®). Cdmo ya se ha descrito, existen ligeras diferencias en el valor del indice
kappa al emplear distintos equipos de medicién, asi como diferentes kits de reactivos
de CLL (Tabla 31). Consideramos necesario, volver a calcular un nuevo punto de corte
adaptado al nuevo equipo de medicién. Como ya se ha mencionado, a pesar de las
diferencias encontradas entre los equipos de medicidon, BNII™ y SpaPlus®, no se
encontraron diferencias relativas a la positividad del test (datos no mostrados), lo que

se ha determinado en otros estudios (Zeman D, 2016).

El nuevo punto de corte para el indice kappa, de 12,33 (sensibilidad=84,62;
especificidad=96,06), no implic6 cambios en cuanto a la prediccion de resultados

positivos del test, respecto al punto de corte de 10,62 obtenido previamente. Como
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punto a favor, decir que para el cdlculo de este nuevo punto de corte, se empled una
muestra mas representativa de nuestra poblacion, respecto al estudio piloto, en el que
se habia realizado una seleccidén previa de los pacientes. Este punto de corte para el

indice kappa es idéntico al publicado recientemente por Pieri M et al. (mayo 2017).

Al dividir a los pacientes de acuerdo al punto de corte de 12,33, se llegd a las
mismas conclusiones que en el estudio piloto como era previsible. Los pacientes con
un elevado valor del indice kappa presentaban una media de edad en la década de los
30 anos, con un porcentaje de mujeres 3:1 respecto al de hombres, datos
caracteristicos de la EM. La mayoria presentaban BOCG e indice IgG positivos, y
cumplian 23 criterios de BTC. A pesar de que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, 15 pacientes de 32 con indice kappa > 12,33,
mostraron contraste con Gd positivo, lo que indica actividad de la enfermedad, frente
a s6lo 1 paciente de 126 del grupo con indice kappa < 12,33. Ademds, un porcentaje
elevado de pacientes con valor de indice kappa elevado cumplia criterios de RM vy
presentaba BOCG positivas. En lo referente a la conversion a EM, un 68,8% de los
pacientes del grupo con un indice kappa elevado convirtié a EM, frente a sdlo el 3,2%

del otro grupo.

Utilidad clinica del indice kappa

Con el fin de evaluar la utilidad clinica que presenta el indice kappa, recogimos
los datos del estudio piloto y del estudio de validacidn, y los analizamos globalmente
para conseguir un mayor tamafio muestral. Un total de 334 pacientes se incluyeron en
el estudio, de los cuales 92 convirtieron a EM. Se analizaron los pacientes segun el
punto de corte para el indice kappa de 12,33 obtenido en el estudio de validacién, y al
compararlos con diferentes parametros clinicos y de laboratorio, se llegd a los mismos
resultados obtenidos en estudios previos: la presencia de BOCG positivas e indice I1gG >
0,58 fue mayor en el grupo de pacientes con indice kappa > 12.33. En este grupo se
sitan la mayoria de pacientes que cumplen > 3 criterios de BTC, y también aquellos

que cumplen criterios de RM con BOCG positivas. Finalmente, el porcentaje de
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pacientes que convirtieron a EM fue muy superior en el grupo de pacientes con indice
kappa >12.33 (77,6 %) frente al grupo de pacientes con indice kappa <12.33 (5,7 %).
Cabe destacar, que al aumentar el tamafio muestral, a diferencia de lo encontrado en
los estudios piloto y de validacion por separado, si se obtuvieron diferencias
significativas entre los pacientes segun el punto de corte del indice kappa respecto al
contraste con Gd en la las pruebas de RM. El porcentaje de pacientes con contraste
con Gd positivo fue mayor en el grupo de pacientes con un valor del indice kappa >
12,33, lo que nos indica una posible asociacién entre el indice kappa y la actividad de la

enfermedad.

Consideraciones finales y perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en el presente estudio, permiten demostrar que el
riesgo de conversién a EM de pacientes con SNA se incrementa notablemente para
valores elevados del indice kappa. El gran valor que aporta este estudio respecto a lo
recogido en la bibliografia hasta la fecha, es el elevado numero de pacientes
seleccionados junto con los rigurosos criterios de inclusién. Esto nos ha permitido
confirmar los hallazgos encontrados en estudios previos. La comparacion entre los
diversos estudios es compleja debido a la diversidad de metodologias empleadas y a
las diferencias existentes en el diseno de los estudios. La disposicién del ensayo para la
determinaciéon de las CLL en determinados dispositivos limita el uso en los
laboratorios. Son necesarios estudios multicéntricos futuros que permitan validar los

resultados encontrados hasta la fecha.

Ademas del valor diagnéstico que presenta el indice kappa, seria de gran
interés evaluar el valor prondstico o de monitorizacién de la terapia del biomarcador
mediante el seguimiento de los pacientes. Asimismo, seria interesante analizar la

posible asociacidn entre el indice kappa vy la actividad de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

La busqueda de un biomarcador adecuado capaz de predecir la conversién de SNA a
EM es vital para proporcionar un tratamiento temprano a los pacientes, mejorando
su calidad de vida. En nuestra experiencia, la incorporacidn del indice kappa a la
rutina clinica del hospital ha permitido obtener resultados en menos de 24 horas.

Esto conduce a una decision mas temprana ante diagndsticos de EM dudosos.

Un valor del indice kappa elevado puede predecir la capacidad de conversion a EM
con una buena precisidon. En nuestra cohorte hemos obtenido un punto de corte
con el equipo BNII™ para el indice kappa de 10,62 (sensibilidad 93,1%, especificidad
95,7%), y con el SpaPlus® de 12,33 (sensibilidad 84,6%, especificidad 96,1%). A
pesar de las diferencias encontradas entre los equipos de medicién, no existen
diferencias entre ambos puntos de corte calculados en cuanto a la positividad del

test.

Se establece que los pacientes que presenten un indice kappa superior 10,62,
tienen una probabilidad de conversién a EM 7,34 veces mayor que los pacientes con

valores del indice kappa inferiores a 10,62.

El indice kappa es un biomarcador apropiado para ayudar en el diagndstico de EM

en nuestra poblacidn, lo que puede ser extrapolado a otras dreas geograficas.

El elevado valor prondstico negativo del indice kappa, descarta la posibilidad de que
el paciente presente EM con una probabilidad del 97,1%. Asimismo, se ha estudiado

la posible asociacién entre el indice kappa y la actividad de la enfermedad.

Debido a los avances en tecnologia, el indice kappa puede ser medido con rapidez
empleando un analizador automatico; las caracteristicas del equipo permiten que
pueda ser facilmente incorporado en la rutina diaria de los laboratorios de

inmunologia.
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FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO
Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia

NODO: Biobanco Hospital Universitario Virgen Macarena

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO PARA INVESTIGACION
BIOMEDICA

Este documento sirve para que usted otorgue su consentimiento para donar sus muestras bioldgicas, o las del sujeto al que
representa, al Biobanco indicado, establecimiento publico, sin animo de lucro, dependiente de la Consejeria de Salud/del Servicio
Andaluz de Salud, que acoge colecciones de muestras bioldgicas concebidas con fines diagnésticos o de investigacion biomédica y
organizadas como una unidad técnica con criterios de calidad, orden y destino, donde seran conservadas hasta que se agoten por
su uso, salvo que usted solicitara su eliminacidn. Las muestras bioldgicas son un excelente elemento para la investigacion de
enfermedades. A través de dichas investigaciones se podran obtener datos que permitiran mejorar el conocimiento sobre la
aparicion, desarrollo y tratamiento de multitud de enfermedades.

Esta hoja de informacién puede contener palabras que usted no entienda. Por favor, pidale al profesional sanitario que le explique la
informacion que no comprenda. Témese el tiempo necesario para decidir si quiere o0 no donar su muestra biologica y consulte a
personas de su confianza si lo desea. Para consultas que desee plantear posteriormente, podra dirigirse al Biobanco o a la
direccion de correo electrénico: biobanco.hvm.sspa@juntadeandalucia.es

Las muestras biolégicas donadas y sus datos clinicos asociados se utilizaran de conformidad con lo establecido en la Ley 14/2007,
de 3 de julio, de Investigacion biomédica (en adelante Ley de Investigacion biomédica).

Es posible que la informacién obtenida de las investigaciones en las que se utilicen sus muestras no le genere un beneficio directo,
pero habra contribuido al avance de la medicina y del conocimiento de diversas enfermedades, lo que supondra, sin duda, un
beneficio para la sociedad.

La donacién es voluntaria y altruista, por lo que usted no tendréa derecho alguno sobre los resultados que pudieran derivarse de las
investigaciones que se lleven a cabo con dichas muestras, de conformidad con la normativa vigente. Su decision de donar o no, no
afectara negativamente a su asistencia sanitaria.

En el apartado dedicado al consentimiento (2.3), podra decidir si quiere que sus muestras se conserven de forma codificada (en
cuyo caso se identifican con un cddigo que protege su identidad) o anonimizada (eliminandose de forma irreversible toda
vinculacion con su identidad).

Sus muestras y los datos asociados a las mismas sélo se cederan a terceros que las utilicen en investigacién biomédica de manera
andnima o disociada. Si, por la naturaleza del proyecto de investigaciéon en el que se utilizara su muestra se necesitaran datos
clinicos adicionales, el Biobanco coordinaria la obtencidn de los mismos, siempre que la muestra no hubiera sido anonimizada.

1. LO QUE USTED DEBE SABER:
1.1. Obtencién de las muestras

Las muestras seran obtenidas durante el procedimiento médico-quirdrgico al que va a someterse o0 se ha sometido durante su
proceso asistencial, 0 a través de un procedimiento expreso para obtenerla, segun lo indicado en el apartado sobre consentimiento
(2.3).

En el caso de que usted done las muestras obtenidas durante un procedimiento médico-quirirgico asistencial, no existe ningun
inconveniente adicional derivado de la donacién de las mismas.

Si, por el contrario, las muestras fueran extraidas expresamente para la donacion para investigacion biomédica podrian existir
inconvenientes vinculados con la obtencion de las mismas, de las que sera convenientemente informado en la hoja de informacion
del procedimiento correspondiente.

1.2. Utilizacion de las muestras
Usted autoriza a que las muestras donadas sean utilizadas en investigacion biomédica, pudiendo establecer restricciones a su
utilizacion.
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Las muestras sélo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion cientificamente avalados, que cumplan las exigencias legales
y los principios éticos que rigen la investigacion en salud y que sean autorizados por los 6rganos competentes, de conformidad con
lo establecido en la normativa vigente.

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podran hacer uso de las muestras, siempre que no se hayan agotado
o eliminado y no se encuentren anonimizadas.

1.3. Informacion relacionada con las muestras

Si lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacion sobre los proyectos de investigacién en los que se utilicen las muestras
donadas, si éstas no hubieran sido anonimizadas.

Al donar sus muestras al Biobanco, en este momento puede no saberse el lugar de realizacion de los andlisis. El Biobanco
mantiene un registro detallado del lugar de realizacién de los anélisis realizados.

La informacion que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo que debe transmitirles dicha informacion.
1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de recabar datos 0 muestras adicionales, o
proporcionarle la informacion relevante para su salud, salvo que haya solicitado que las muestras sean anonimizadas.

1.5. Proteccion de datos y confidencialidad de la informacion
La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus muestras no se encuentren anonimizadas.

Los datos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacidn biomédica.

Sus datos de caracter personal seran incorporados a un fichero automatizado, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de
Proteccion de Datos, cuya titularidad corresponde al Servicio Andaluz de Salud. Sélo los responsables del Biobanco podran
identificar a quién corresponde cada muestra o dato, si no esta anonimizada.

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacion, oposicion y cancelacion de sus datos personales, reconocidos en la citada Ley
Organica 15/19999, con las limitaciones establecidas en dicha Ley. Para ello, debera dirigirse a la Direccién General de Asistencia
Sanitaria del Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucién, num. 18, de Sevilla.

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento

Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podra revocar o retirar, en cualquier momento, el consentimiento prestado.
Para ello, debera dirigirse al Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacion o la anonimizacién de las muestras.

Los efectos de la revocacion no se extenderan a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.
1.7. Informacién relativa a analisis genéticos
Salvo que usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consentimiento, se podran realizar analisis genéticos.

Excepto si sus muestras son anonimizadas, tiene derecho a conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del anélisis de las
muestras donadas, asi como de la informacion relativa a su salud derivada de dichos analisis, segun los términos en que exprese
su voluntad en el apartado 2.3.

Si no desea recibir dicha informacion y ésta fuera necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares
bioldgicos, se informara a un familiar o a un representante. La comunicacion se limitara exclusivamente a los datos necesarios para
evitar tal perjuicio.

1.8. Otras consideraciones

Una vez informado/a de los aspectos relacionados anteriormente en este documento, si decide donar dichas muestras debera firmar
el consentimiento informado para la donacién.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia. Nodo del Hospital Universitario Virgen Macarena

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo sélo en caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre delide [a Donante: ...............ccoooiiiiiiiiiii

DNI/NIE: ..o NUSHA: ...

Apellidos y nombre del/de la representante legal: ...................ccccoiiiiii

DNI/NIE: ...

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacién relativa a la donacion de muestras biolégicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CONSENTIMIENTO:
Y0, DDAA. .o declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacién de muestras biolégicas de

.................................... al Biobanco y sobre la posible realizacién de analisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas
sobre la informacién recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:

[] Excedentes del procedimiento médico-quirdrgico asistencia al que va a someterse o se ha sometido

L] Tomadas mediante el procedimiento expreso

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:
[ ] Codificada (seran identificadas con un cédigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

] Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacién entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utilizada en:
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Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: O sl JNO

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)

Marque lo que proceda: (1Sl JNO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia. Nodo del Hospital Universitario Virgen Macarena

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo sélo en caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre delide [a Donante: ...............ccoooiiiiiiiiiii

DNI/NIE: ..o NUSHA: ...

Apellidos y nombre del/de la representante legal: ...................ccccoiiiiii

DNI/NIE: ...

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacién relativa a la donacion de muestras biolégicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CONSENTIMIENTO:
Y0, DDAA. .o declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacién de muestras biolégicas de

.................................... al Biobanco y sobre la posible realizacién de analisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas
sobre la informacién recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:

[] Excedentes del procedimiento médico-quirdrgico asistencia al que va a someterse o se ha sometido

L] Tomadas mediante el procedimiento expreso

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:
[ ] Codificada (seran identificadas con un cédigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

] Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacién entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utilizada en:
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Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: O sl JNO

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)

Marque lo que proceda: (1Sl JNO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia. Nodo del Hospital Universitario Virgen Macarena

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo sélo en caso de incapacidad del/de la donante):
Apellidos y nombre delide [a Donante: ...............ccoooiiiiiiiiiii

DNI/NIE: ..o NUSHA: ...

Apellidos y nombre del/de la representante legal: ...................ccccoiiiiii

DNI/NIE: ...

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacién relativa a la donacion de muestras biolégicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CONSENTIMIENTO:
Y0, DDAA. .o declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacion, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacién de muestras biolégicas de

.................................... al Biobanco y sobre la posible realizacién de analisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas
sobre la informacién recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:

[] Excedentes del procedimiento médico-quirdrgico asistencia al que va a someterse o se ha sometido

L] Tomadas mediante el procedimiento expreso

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:
[ ] Codificada (seran identificadas con un cédigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

] Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma irreversible la vinculacién entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utilizada en:

Ejemplar para el Paciente Pagina 7
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2N . . . . . .
CONSEJERIA DE SALUD Y BIENESTAR SOCIAL HOSplta' Universitario Vlrgen Macarena y area

Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: O sl JNO

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)

Marque lo que proceda: (1Sl JNO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

Ejemplar para el Paciente Pagina 8
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A Servicio Andaluz de Salud - - - - - -
PRNSIWO®  CONSEJERIA DE SALUD Y BIENESTAR SOCIAL Hospital Universitario Virgen Macarena y area

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO PARA USO DE MUESTRAS DONADAS:

Y0, DDA, ettt
revoco el consentimiento informado otorgado en el documento

(especificar fecha aproximada y/o procedimiento).

Solicito:
I La eliminacion de las muestras donadas

(] La anonimizacion de las mismas

Otras consideraciones:

En ,a de de
EL/LA DONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

Ejemplar de revocacion Pagina 9
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Informe Dictamen Favorable

e L ; Proyecto Investigacion Biomédica
SAPAnD AR o= Salug

CONSEJERIA DE SALUD ¥ BIENESTAR SOCIAL C.P. - C.I. 2083
03 de mayo de 2013

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE CENTRO HOSPITAL UNIVERSITARIO VIRGEN MACARENA

Dr. Victor Sanchez Margalet, Secretario del Comité de Etica de la Investigacién de Centro H.U. Virgen
Macarena

CERTIFICA

Que el Comité de Etica de la Investigacion de Centro H.U. Virgen Macarena en su reunion del dia 29/04/2013, ha
evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Titulo: UTILIDAD DE LAS CADENAS LIGERAS LIBRES EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO COMO BIOMARCADOR DE
CONVERSION A ESCLEROSIS MULTIPLE CLINICAMENTE DEFINIDA

Cdédigo Interno: 2083

Promotor: Investigador

1°. Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacién es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacién prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

2°.  Por lo que este Comité de Etica de la Investigacion de Centro H.U. Virgen Macarena emite un DICTAMEN
FAVORABLE.

3°. Este Comité de Etica de la Investigacion de Centro H.U. Virgen Macarena acepta que dicho estudio sea
realizado en los siguientes CEI/Centros por los Investigadores:

CEIC Hospital Universitario Virgen Macarena Carmen Bermudo Guitarte
(Bioquimica Clinica) Hospital Virgen Macarena

Lo que firmo en Sevilla, a 03 de mayo de 2013

Fdo:

Dr. Victor Sanchez Margalet
Secretario del CEIC Hospital Universitario Virgen Macarena

Hospital Virgen Macarena
Avda. Dr. Fedriani, 3 - Unidad de Investigacion 22 planta Sevilla 41071 Sevilla Espafia

Tel. 955 00 80 74 Fax. 955 00 80 15 Correo electréonico administracion.eecc.hvm.sspa@juntadeandalucia.es
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Informe Dictamen Favorable
Servicio Andaluz de Salud Proyecto Investigacion Biomédica

CONSEJERIA DE SALUD C.P. PALOMAL6 - C.I. 0452-N-16
28 de abril de 2016

JUNTA OE RNDALUCIA

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

Dr. Victor Sanchez Margalet
Presidente del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CERTIFICA

1°. Que el CEl de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio en su reunién del dia
31/03/2016, acta 04/2016 ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Titulo: UTILIDAD CLINICA DEL INDICE KAPPA COMO BIOMARCADOR DE CONVERSION A ESCLEROSIS MULTIPLE

Cdodigo Promotor: PALOMA16 Cdédigo Interno: 0452-N-16
Promotor: Investigador

1°. Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

2°.  Por lo que este CEl emite un DICTAMEN FAVORABLE.

3°. Este CEIl acepta que dicho estudio sea realizado en los siguientes CEI/Centros por los Investigadores:

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Paloma Menendez Valladares
Virgen del Rocio (Bioguimica Clinica) Hospital Universitario Virgen
Macarena

Lo que firmo en Sevilla, a 28 de abril de 2016

Fdo: . .
Firmado digitalmente
NOMBRE por NOMBRE
SANCHEZ SANCHEZ MARGALET

MARGALET VICTOR MANUEL -
VICTOR MANUEL NIF 28691159Q

Fecha: .04.
- NIF 28691159Q 135216 10700

Dr. Victor Sanchez Margalet
Presidente del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CEl de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena — Virgen del Rocio de Sevilla
Avda. Manuel Siurot, s/n — Edificio de Laboratorios 62 planta Sevilla 41013 Sevilla Espafia

Tel. 600 162 458 Fax. 955 00 80 15 Correo electronico administracion.eecc.hvm.sspa@juntadeandalucia.es
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JUNTA DE ANDRLUCIA CONSEJERIA DE SALUD C.P. PALOMA16 - C.lI. 0452-N-16

28 de abril de 2016

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CEl de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena — Virgen del Rocio de Sevilla Pagina 2 de 2
Avda. Manuel Siurot, s/n — Edificio de Laboratorios 62 planta  Sevilla 41013 Sevilla Espafia

Tel. 600 162 458 Fax. 955 00 80 15 Correo electronico administracion.eecc.hvm.sspa@juntadeandalucia.es
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Free kappa light chains in cerebrospinal fluid
as a biomarker to assess risk conversion to
multiple sclerosis

P Menéndez-Valladares, MI Garcia-Sanchez, P Cuadri Benitez, M Lucas, M Adorna Martinez,
V Carranco Galan, JL. Garcia De Veas Silva, C Bermudo Guitarte and G Izquierdo Ayuso

Abstract

Background: Multiple sclerosis (MS) initiates with a first attack or clinically isolated syndrome (CIS).
The importance of an early treatment in MS leads to the search, as soon as possible, for novel biomarkers
which can predict conversion from CIS to MS.

Objective: The purpose of this study was to assess the predictive value of the kappa index (x index),
using kappa free light light chains («FLCs) in cerebrospinal fluid (CSF), for the conversion of CIS
patients to MS, and compare its accuracy with other parameters used in clinical practice.

Methods: FLC levels were analysed in CSF from 176 patients: 70 as control group, 77 CIS, and 29
relapsing—remitting MS. FLC levels were quantified by nephelometry.

Results: « Index sensitivity and specificity (93.1%; 95.7%) was higher than those from the immuno-
globulin G (IgG) index (75.9%; 94.3%), and lower than those from oligoclonal IgG bands (OCGBs)
(96.5%; 98.6%). The optimal cut-off for x index was 10.62. Most of the CIS patients with « index
>10.62 presented OCGBs, IgG index >0.56 and fulfilled magnetic resonance imaging (MRI) criteria.
Conclusion: CIS patients above « index cut-off of 10.62 present 7.34-fold risk of conversion to MS than CIS
below this value. The « index correlated with positive OCGBs, IgG index above 0.56 and MRI criteria.

Keywords: Multiple sclerosis, cerebrospinal fluid, immunoglobulin free light chains, immunoglobulin
kappa free light-chains, demyelinating diseases, nephelometry, turbidimetry, clinically isolated

syndrome

Date received: 5 October 2015; accepted: 13 November 2015

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is the most common demye-
linating disease of the central nervous system (CNS).
In most patients, MS initiates with a first attack or a
clinically isolated syndrome (CIS)," which is com-
monly presented as unilateral optic neuritis, a brain-
stem syndrome, hemispheric motor or sensitive
symptoms or partial myelitis.> A certain number of
CIS patients develop MS over time, while another
group of patients never convert to MS. Studies vary
widely in the proportion of CIS patients who develop
MS. A recent observational study showed that the
risk of developing MS was 57% after two years of
follow-up, and 75% after four years of follow-up
according to the 2001 McDonald criteria.®

The most common age of onset for MS is between
20—40 years, and is more frequent in women.*’
A study developed over a 20-year period in the
Northern Seville District of southern Spain showed
that the prevalence of MS as of 31 December 2011
was 90.2 cases per 100,000 people. The incidence
was 4.6 per 100,000 and increased in women, but
not in men. Furthermore, patients are most likely
to be diagnosed in their mid-30s and females are
most likely to present relapsing—remitting MS
(RRMS) with a sex ratio female/male of 2.5:1.°

As there is no single clinical feature or diagnostic
test sufficient for the diagnosis of this disease, diag-
nostic criteria have been developed based on the
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demonstration of lesions disseminated in space (DIS)
and disseminated in time (DIT), and after exclusion
of alternative causes. In recent years, criteria for the
diagnosis of MS have changed, mainly due to the
incorporation of new magnetic resonance imaging
(MRI) criteria.” The 2001 McDonald diagnostic cri-
teria defined DIS by the fulfilling of at least three of
four Barkhof-Tintoré criteria (BTC) or by the dem-
onstration of at least two MRI lesions”® and intra-
thecal immunoglobulin G (IgG) synthesis. The 2001
McDonald criteria showed high specificity for clin-
ically definite MS (CDMS) but limited sensitivity,
which was improved in the 2005 revised McDonald
criteria. In these criteria, DIS continued to require
the presence of at least three of four BTC, but
spinal cord lesions had a greater role than in the
previous criteria. MRI criteria for DIT were
simplified.’”

In 2010, the International Panel on Diagnosis of MS
(the ‘Panel’) conducted a revision of the McDonald
criteria in which it was reaffirmed that positive cere-
brospinal fluid (CSF) findings (elevated IgG index or
two or more oligoclonal bands (OCBs)) can be
important to support the inflammatory demyelinating
nature of the underlying condition, to evaluate alter-
native diagnoses, and to predict CDMS. However,
when applying the simplified MRI criteria, the
Panel believes that dispensing with MRI requirements
in CSF-positive patients is not suitable, as CSF status
was not evaluated for its contribution to the MRI
criteria.! Accordingly, when using the 2010 revision
of the McDonald criteria, CSF examination is not
required for the diagnosis of RRMS, although CSF
findings are still part of the criteria for diagnosis of
primary progressive MS (PPMS). In some cases, rou-
tine CSF outcomes, together with MRI, can help to
identify patients with a high probability of developing
MS after a first clinical event.'® The study of CSF to
analyse intrathecal synthesis, using the IgG Index and
OCBs, is employed to support the diagnosis of MS.

Oligoclonal IgG bands (OCGBs) are a qualitative
measure of intrathecal synthesis, present in more
than 95% patients with MS,"" and can be detected
in the immunoglobulin region by isoelectrofocusing
and immunoblotting techniques. Their presence in
CSF but not in serum shows that synthesis of
immunoglobulins has occurred within the CNS.
Furthermore, oligoclonal IgM bands are associated
with an aggressive disease course.'? To quantify IgG
intrathecal synthesis, almost 20 formulae have been
described in the literature, and one of the most com-
monly analysed is IgG index or the Tibbling-Link

index."> The main limitation of IgG from a CNS
local source, is given by the lack of specificity,
since intrathecal synthesis occurs in many neuro-
logical diseases not just MS, especially those with
a central inflammatory involvement.'*

So far, OCGBs are the most widely used biochemical
marker used to predict MS, but due to the
requirement of technicians with considerable meth-
odological experience and the lack of standardisa-
tion,'? it is difficult to extend its use within a large
number of clinical diagnostic laboratories. Different
techniques for OCGB detection have appeared
during the last years: two different semiautomated
kits have been commercialised (using an anti-IgG
antibody labelled with peroxidase) and a high-sensi-
tivity method described (using an anti-IgG antibody
labelled with alkaline phosphatase). A previous mul-
ticentre study developed in Spain, including Seville,
assessed all these techniques. The best results are
obtained with the high-sensitivity technique based
on IgG detection with antibodies labelled with alka-
line phosphatase, which was the one used in our
study.'®

Recent advances in understanding the aetiology and
pathogenesis of MS have contributed to a better
diagnosis and a plethora of therapies that substan-
tially affect disease activity and may have a long-
term impact on the course and prognosis of MS.!”
Therefore, the search for novel biomarkers which
can predict the conversion from CIS to MS is of
major importance for early treatment in MS because,
to date, there is no single diagnostic marker for MS
which predicts conversion from CIS to MS.

Several studies indicated that high levels of kappa
free light chains (xFLCs) and lambda free light
chains (AFLCs) in CSF, using either ELISA or
nephelometry, may support the diagnosis of
MS."#72% A limitation of these studies can be found
in the low comparability of xFLC levels due to dif-
ferences in methods. We used nephelometry provid-
ing that it is a validated technique as it is described in
the literature.>> More recent studies suggest that high
levels of xFLC in CSF predict conversion to MS
from CIS patients.”>*® In a healthy state, light
chains are produced in excess over heavy chains,
and the level of unbound light chains, or FLCs, in
serum and in CSF is low. The production of FLCs
might be abnormally enhanced under pathological
conditions such as in certain inflammatory diseases
like MS.*
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Table 1. Characteristics of patients.

Patients Female Age k FLCs in k index Lambda index
(n) (%) (years) CSF
Control group
Group 1: NPH 41 11 (26.8) 75.72 (40—87) 0.16 (0.10—0.22) 1.62 (0.99—-2.27) 1.28 (0.93—1.68)
Group 2: NIND 15 10 (66.7) 39.11 (15-71) 0.12 (0.10-0.20)  3.37 (1.95-7.05) 1.35 (0.96—1.90)
Group 3: IND 14 9(643) 44.77 (30—75) 0.13 (0.04—0.20)  2.86 (1.47—7.00) 1.10 (0.81—-2.71)
Total 70 30 (42.9) 61.69 (15-87) 0.15 (0.10—0.20) 1.96 (1.13—3.56) 1.27 (0.93—1.69)
Case group
Group 4: CIS 77 60 (77.9) 3526 (15-62) 0.73 (0.13—-3.2)  35.61 (4.48—132.73)  3.81 (1.49—16.95)
Group 5: RRMS 29 17 (58.6) 34.81 (17-57) 1.45 (0.52—6.67) 88 (33.96—295.13) 5.43 (2.01-19.40)
Total of patients 176 107 (60.8) 45.70 (15—87)

The patients were divided in five groups: the control group was classified in three subgroups: normal pressure hydrocephalus (NPH), other non-
inflammatory neurologic disease (NIND) different from NPH and other inflammatory neurologic disease (IND) different from multiple
sclerosis (MS); case group: Clinically isolated syndrome (CIS) and relapsing—remitting multiple sclerosis (RRMS). Data are shown as the
mean and the range for age; kappa free light chains («kFLCs) in cerebrospinal fluid (CSF), « index and lambda index were found to be non-
parametric after applying the Shapiro-Wilk test, so we calculated the median level and the interquartile range (IQR).

It was the aim of the present investigation to assess
the predictive value of the kappa index (k index) for
the conversion of CIS patients to MS, and to com-
pare its accuracy with other parameters used in clin-
ical practice: OCGBs, IgG index and MRI criteria.

Materials and methods

In this study samples provided by the Biobank of Virgen
Macarena University Hospital, Seville, Spain were used
and were stored frozen at —80°C until analysis.
Informed consent was signed by all patients for the
use of their specimen for research purposes. The study
was approved by the Research Ethical Committee of the
aforementioned hospital. CIS patients who had under-
gone a lumbar puncture for investigation of additional
evidence of MS were included.

As a control group samples of patients with non-
inflammatory neurologic diseases (NINDs) and
with other inflammatory neurologic diseases
(INDs) different from MS were used, preferably as
homogeneous as possible both in age and diagnosis.
Within this control group three subgroups were
defined: a more homogeneous group in which all
patients had normal pressure hydrocephalus (NPH),
a second group in which patients had NINDs differ-
ent from NPH (ELA (one), dizziness (two), epilepsy
(four), facial pain (one), headache (four), miscellan-
eous (three)), and a third group with INDs different
from MS (Sjogren syndrome (one), vasculitis (nine),
DEVIC (one), miscellaneous (three)) (characteristics
shown in Table 1).

As a case group those already diagnosed who had
had a first clinical event as CIS and who had had a

study of OCGBs to support their diagnosis were
included. Subjects who had had at least two
years of follow-up after the first clinical presentation
were selected. Patients under the age of 14 years
were excluded from the study for being atypical
cases of early MS. The case group was divided
into two subgroups: CIS and RRMS (characteristics
shown in Table 1). All diagnoses of patients with
CDMS were performed by clinical evaluation and
MRI of the patient, considering the McDonald cri-
teria, and supported by laboratory tests (OCGBs).

During diagnosis of patients, levels of «FLC and
AFLC in the CSF of patients were studied. The use
of « index was calculated as

(CSF«FLC/serum«FLC)/(CSF albumin/

serum albumin)

that takes into account the blood-CSF barrier func-
tion, allows increasing the diagnostic accuracy of
«FLC analysis and avoids false positives.”® OCGB,
IgG index, MRI criteria, BTC, CDMS criteria and
conversion to MS, were also registered.

The «FLC level was quantified by endpoint nephe-
lometry using the Human Kappa Freelite kit (The
Binding Site Group Ltd) on the Siemens BN II ana-
lyzer. The measurement principle is based on the
detection of the scattered light intensity. This
method uses polyclonal antibodies coated onto poly-
styrene latex for kFLC. According to the manufac-
turer, the lower detection limit is 0.06 mg/l. The
sample volume needed for each analysis is 300 pl.
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In this study OCGB data which had been determined
by isoelectric focusing (IEF) followed by transfer
and IgG immunodetection by an alkaline phospha-
tase-labeled anti-IgG antibody was used, following
the protocol described by Villar et al>° OCGB
results were reported as positive or negative.

The data used of IgG index had been provided by the
free software Protein Statistic in CSF Analysis with
Reibergrams, v.4.17. For these analyses IgG and
albumin concentrations were measured in fresh
CSF and serum samples by nephelometry on the
Siemens BN II analyzer.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS soft-
ware v.20.0 (IBM Corp., Armonk, New York, USA,
2011) and MedCalc v.11.4.2.0 (2010). We used the
Chi square or Fisher test for categorical variables and
t student test for quantitative variables for compari-
son between groups. Kruskal-Wallis was used to
compare the medians between more than two inde-
pendent groups and Kaplan-Meier analysis for sur-
vival curve comparison between defined groups (log-
rank test). Hazard ratios (HRs) were calculated using
univariate and multivariate Cox regression analysis.

Results

In total, 176 patients were included in the study, of
whom 60.8% were females. In the control group
(n="170), 41 presented with NPH, 15 with NIND
and 14 with IND. According to previous studies, k
index showed the highest clinical sensitivity and
specificity to detect MS. The A index calculated as

(CSFAFLC/serumAFLC)/
x (CSF albumin/serum albumin)

did not provide greater value for the conversion of
CIS patients to MS. As stated in the literature, the
results were less informative for A index than for «
index.>! As shown in Table 1, « index median of
1.96 (95% confidence interval (CI): 1.13—3.56) in
the control group, was lower than in CIS (n=77)
and in RRMS (n=29), whose medians were 35.61
(95% CI: 4.48—132.73) and 88.00 (95% CI:
33.96—295.13) groups respectively, highly increased
with regard to control group. We also observed a
slight increase in A index in CIS and RRMS patients
(Table 1).

The percentage of females compared to males is
higher in RRMS and the mean age of RRMS is in
the mid-30s, which is consistent with previous
studies.®

When analysing groups according to the « index
medians we found statistically significant differences
applying the Kruskal-Wallis test between groups
(» <0.0001). After applying post-hoc Bonferroni
test, there were no significant differences between
control groups: group 1, 2 and 3 (p=1.000).
Therefore, the control groups 1, 2 and 3 were
analysed together to increase the sample size of the
control group. Nevertheless, there were differences
statistically significant between control groups and
CIS (p < 0.0001; p=0.013; p < 0.0001) and between
control groups and RRMS (p <0.0001; p=0.003;
p<0.0001) as is shown in Figure 1.

For studying the sensitivity and specificity of x index
and comparing it with the IgG Index we performed
receiver operating characteristic (ROC) curves
(Figure 2), analysing values from the control group
(n=170) against the RRMS group (n =29). The area
under the curve (AUC) was higher for « index:
0971, with a sensitivity of 93.10 (95%
CI: 77.2-99.2) and a specificity of 95.71 (95% CI:
88.0—99.1) (cut-off value = 10.62), clearly above the
results obtained with IgG index, which showed an
AUC of 0.869, a sensitivity of 759 (95%
CI: 56.5—89.7) and a specificity of 94.3 (95% CI:
86—98.4) (cut-off value =0.56).

The highest clinical sensitivity and specificity
(96.5% and 98.6% respectively) to detect MS
patients was shown by OCGBs, although the «
index shows similar sensitivity and specificity
(93.1% and 95.7% respectively). The lowest sensi-
tivity and specificity was obtained with the IgG
index (75.9% and 94.3% respectively) in agreement
with previous reports.?®>!

The use of BTC plus « index improved specificity
and PPV of « index alone, however, there is a
decrease in the sensitivity and NPV values
(Table 2). The same happens using the combination
of BTC plus OCGBs in comparison to OCGBs alone.
These results are consistent with previous studies, in
which the simultaneous use of BTC with either
OCGBs or FLCs in CSF also improved the specifi-
city from the clinical point of view.?

The accuracy in predicting conversion from CIS to
MS was assessed for high « index (>10.62) and high
IgG index (>0.56), as well as for OCGB positive,
and BTC > 3, considered either independently or in
combination (Table 2). Using the optimal cut-off
value for « index (10.62) obtained in the ROC
curve analysis (Figure 2, Table 2), we classified
CIS patients in two subgroups: subgroup 1 included
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Figure 1. Box and whisker plot « index: the median and 25th and 75th percentiles (coloured boxes), the minimum and maximum
(error bars), and the outliers (*) are indicated. Patients are divided in five groups: control group classified in three subgroups:
normal pressure hydrocephalus (NPH) median 1.62, non-inflammatory neurologic diseases (NINDs) different from NPH median
3.37, other inflammatory neurologic diseases (INDs) different from multiple sclerosis (MS) median 2.86; case group: clinically
isolated syndrome (CIS) median: 35.61, and relapsing—remitting multiple sclerosis (RRMS) median: 88.00; significant p values are
shown between groups (double-headed arrows).
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Figure 2. Comparison of receiver operating characteristic (ROC) curves for immunoglobulin G (IgG) index (dashed line), kappa
free light chains («xFLCs) in cerebrospinal fluid (CSF) (solid line) and « index (dotted line).
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Table 2. Accuracy analysis using receiver operating characteristic (ROC) curves for quantitative variables: immunoglobulin G
(IgG) index, kappa (x) index; and accuracy analysis with crosstabs for categorical variables (oligoclonal IgG bands (OCGBs) and
Barkhof-Tintoré criteria (BTC)).

Table 3. Clinical and laboratory data of clinically isolated syndrome (CIS) patients using « index cut-off of
10.62. Subgroup 1: patients with « index > 10.62; subgroup 2: patients with « index < 10.62.

49 CIS patients with « index >10.62 (k index median
(interquartile range (IQR)): 82.09 (39.73—290.40)),
and subgroup 2, 28 patients with « index <10.62
(x index median (IQR): 3.68 (2.27—4.87)). Data of
CIS patients’ classified according to the cut-off value
is shown in Table 3. The optimal IgG index cut-off
was also established based on the ROC curve
(Figure 2), resulting in 0.56 (Table 2), a cut-off simi-
lar to previous studies.'*

The mean age for both CIS subgroups studied
according « index cut-off was quite similar, remain-
ing in their mid-30s (p =0.186). There were signifi-
cant differences between subgroups 1 and 2
(Table 3). Most of the patients in subgroup 1

presented as OCGB positive (89.8%), IgG index
>0.56 (93.9%) and fulfilled >3 BTC (61.2%)).
However, in subgroup 2, most of them presented as
OCGB negative (85.7%), IgG index <0.56 (89.3%)
and not fulfilled >3 BTC (78.6%). Only three
patients of 28 from subgroup 2 fulfilled both, MRI
and OCGB criteria whereas 29 patients of 49 from
subgroup 1 fulfilled both criteria. Furthermore, in
subgroup 1, 71.4% of patients converted to MS
while 89.3% of patients of subgroup 2 remain as
CIS.

k Index is well correlated with IgG index, 93.9% of
patients with « index above 10.62 (subgroup 1) pre-
sented with IgG index >0.56 and in subgroup 2

f=}
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Figure 3. Kaplan-Meier analysis between clinically isolated syndrome (CIS) patients in which is shown the
probability of remaining as CIS according to cut-off value for « index: above 10.62 (dotted line) and below
10.62 (solid line). The time is represented in months since CIS. OCGB: oligoclonal immunoglobulin G band.

(x index < 10.62) only 10.7% of them showed IgG
index >0.56 (Table 3). The same happens with
OCGB, 89.8% of patients with « index above
10.62 presented as OCGB positive, whereas only
14.3% of patients with « index below 10.62 pre-
sented as OCGB positive.

To study the probability of conversion to MS, we
performed a Kaplan-Meier analysis (Figure 3) in
CIS patients (p <0.0001) according to a k index
cut-off value of 10.62. The median time for conver-
sion for subgroup 1 (x index > 10.62) was 19 months
with a standard error of 0.0741 (HR of 7.34 (95% CI:
3.82—14.11)).

As is shown in the Kaplan-Meier analysis (Figure 3),
the probability of conversion to MS is higher in CIS
patients with « index above 10.62 than in those with
low « index (below 10.62).

In the multivariate Cox regression analysis we stu-
died « index together with age, sex and BTC. We
observed that age and sex do not have an influence in
survival curves (p > 0.05). The HR adjusted for BTC
was 5.30 (95% CI: 1.59—17.63)

Discussion
According to previous studies, the x index showed
higher clinical sensitivity and specificity to detect

MS compared to kFLC in CSF. In our pilot study
we came to the same conclusions, so that, we have
focused the present study on « index. In our study,
we found a median and IQR for CIS patients with «
index above the 10.62  cut-off (82.09
(39.73—290.40)) similar to that in RRMS patients
(88 (33.96—295.13)). This finding further supports
the cut-off of 10.62 obtained for « index by ROC
curve, as a valuable biomarker for conversion to
MS in CIS patients.

The use of « index to detect intrathecal immuno-
globulin synthesis was widely reported previously
by other groups.’’**?®*? In our cohort, high «
index above 10.62 increased the risk of conversion
to MS. This index is higher than the cut-off pub-
lished by Presslauer et al. in 2008%* with a « index
cut-off of 5.9 (96% sensitivity; 86% specificity). Our
cut-off (k index =10.62), showed higher specificity
(95.7%) and lower sensitivity (93.1%). Despite «
index sensitivity and specificity, OCGBs had better
accuracy (96.5% sensitivity; 98.6% specificity),
which was consistent with previous studies in
which the methodology employed for OCGB ana-
lysis was the same as the one used in our study.*

However, by determining the « index, the drawbacks
involved in OCGB analysis, such as the requirement
for skilled technicians to perform the technique as
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well as the experience required to interpret the gels
and the lack of standardisation (low interlaboratory
reproducibility), can be avoided. Therefore, the «
index is the most interesting alternative to OCGB
analysis in screening for MS.

Moreover, CIS patients with a x index above 10.62
were found to be at greater risk of conversion to MS
(HR =7.34) than patients with « index below this
limit (p < 0.0001). When using Cox regression ana-
lysis corrected using BTC we found an HR of 5.30,
slightly lower than in the univariate analysis, which
is consistent with previous studies.*’

This predictive value of the « index of 10.62 is fur-
ther strengthened by the fact that both CIS subgroups
show statistical significant differences when compar-
ing BTC for dissemination of lesions in space, MRI
and OCGB criteria. High « index is also a strong
predictor of intrathecal IgG synthesis (positive
OCGB and IgG index > 0.56), which supports obser-
vations from other studies.?**’

The fact that 71.4% of patients with « index above
10.62 convert to MS, while 28.6% remained as CIS,
and this is in line with previous publications corre-
lating high « index with conversion to MS.?>

Our data showed that the risk of conversion to MS in
CIS patients is increased with high values of « index.
The importance of the study is highlighted by the
fact that a high number of subjects were selected
and by the strict inclusion criteria, which made it
possible to confirm findings of previous studies.
Our study supports the increased value of « index
as a possible biomarker to predict conversion to
MS with good accuracy. This suggests that the «
index was appropriate to help in the diagnose of
MS in our population, which could be extrapolated
to other areas.

Due to advances in technology, the x index can be
measured quickly using an automated system so this
test can be easily incorporated in the daily routine of
immunology laboratories. The search for a suitable
biomarker which predicts conversion from CIS to
MS is vital for providing early treatment in these
patients enhancing their quality of life.
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