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Introduccion

1.- Definicion

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad cronica neuroinflamatoria de base
autoinmune que provoca una desmielinizacion del sistema nervioso central (SNC) (1-
3). Suele manifestarse entre los 25 y 30 afos, especialmente en mujeres. Aunque
inicialmente su curso es impredecible, termina generando una discapacidad progresiva e
irreversible (4). Es la segunda causa de discapacidad en adultos jovenes después de los
accidentes de trafico (5) y el principal motivo de discapacidad no traumaética en esta
poblacién (6). Ademas, constituye la enfermedad autoinmune crénica con afectacion

neuroldgica mas comdn en paises desarrollados (5-7).

Los primeros informes sobre las manifestaciones patoldgicas de esta patologia se
remontan a 1838; sin embargo, no fue hasta 1863 que fueron reconocidas como EM por
Jean-Martin Charcot (8). En la actualidad, casi tres millones de personas en todo el
mundo la sufren, con una prevalencia media de 36 casos por cada 100.000 habitantes,
cifra que actualmente estd en aumento (9). A nivel europeo, alrededor de 700.000
personas se ven afectadas, con una prevalencia estimada de 83 casos por cada 100.000
habitantes (7). En Espafia, la prevalencia es media-alta (80-180 casos/100.000
habitantes), y estas cifras han experimentado un aumento en las Gltimas décadas,

manteniendo una clara tendencia al alza (10).

2.- El sistema nervioso central

2.1.- Neuronay células gliales

Son la unidad funcional y estructural del SNC, existen alrededor de 100 billones de ellas
y un numero 100 veces superior de células gliales. Las neuronas estan formadas por un
cuerpo celular (soma) y una prolongacion filiforme denominada axon, que tiene una
longitud de 0,2-25 um y es por donde viajan los impulsos nerviosos. Los axones estan
rodeados de manera concéntrica por las vainas de mielina, membranas plasmaticas
originadas a través de la prolongacién de unas células llamadas oligodendrocitos. La
funcién fundamental de estas estructuras es asegurar una transmision rapida y eficiente
de los impulsos eléctricos a lo largo de los axones. Tanto las neuronas como los
oligodendrocitos pierden la capacidad de proliferar una vez que han alcanzado la

madurez (11).
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Dentro de la glia, se distinguen los oligodendrocitos (ya descritos), las células de la

microglia, los astrocitos y las células ependimarias (12).

Las células de la microglia desempefian un papel crucial como parte del sistema
inmunolégico, mediante su capacidad fagocitica protegen al SNC de la presencia de
patogenos, células dafiadas y otros elementos extrafios (12). También se encargan de
regular de la homeostasis del tejido nervioso, la eliminacion de detritus y la secrecion de
factores de crecimiento y moléculas sefializadoras que pueden influir en la
supervivencia y la funciéon neuronal. Finalmente, estas células son capaces de influir en
la formacion, mantenimiento y eliminacién de conexiones sinapticas (plasticidad
sinaptica) (13).

Por otro lado, los astrocitos son células radiadas que proporcionan soporte para la
transmision nerviosa, sus ramificaciones forman parte de la barrera hematoencefalica
(BHE) (12). Asimismo, desempefian un papel crucial en el suministro de nutrientes y
regulacion de la composicién quimica del liquido extracelular que rodea a las neuronas,
asegurando mantenimiento del entorno adecuado para el funcionamiento de las
neuronas; incluyendo la absorcion y liberacién de neurotransmisores y otros productos
quimicos importantes para la comunicacion neuronal. Ademas, los astrocitos estan
implicados en el metabolismo del glutamato, un neurotransmisor excitatorio,
convirtiéndolo en glutamina, que luego se utiliza para la sintesis de otros

neurotransmisores y como fuente de energia para las neuronas (14-16).

Finalmente, las células ependimarias sirven de revestimiento de las cavidades del SNC,
participan en la produccion y circulacion del liquido cefalorraquideo (LCR) y poseen
propiedad regenerativas tras un dafio en el SNC (17).

2.2.- Estructuras

El SNC esta compuesto por el encéfalo y la médula espinal. Histolégicamente, podemos
encontrar dos areas diferentes en ambas estructuras: la sustancia blanca (SB), formada
por los axones de las neuronas; y la sustancia gris (SG), que se corresponde con los

somas neuronales y dendritas, junto con las células gliales (18).
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2.3.- Barreras bioldgicas

La interfaz entre el SNC y la circulacién sanguinea esta constituida por una compleja
estructura celular cuya funcion principal es ejercer un estricto control sobre las
sustancias que entran y salen. Se destacan dos estructuras importantes: la BHE, presente
en todos los niveles del lecho vascular cerebral, y la barrera sangre-LCR epitelial,
localizada en los plexos coroideos. Ambas comparten una membrana basal situada
inmediatamente después del endotelio vascular. Sin embargo, la barrera sangre-LCR
estd compuesta por células epiteliales con uniones estrechas, mientras que la BHE se

compone de células llamadas pericitos y las bases de los astrocitos. (19).

A excepcidn de los gases y moléculas lipofilas con peso molecular inferior a 400 Da, el
intercambio de moléculas entre la sangre y el LCR esta regulado por transportadores
especificos y enzimas, situados especialmente en células endoteliales y pericitos (20).
Analogamente, en los astrocitos predominan distintos tipo de acuaporinas y

transportadores de glutamato y potasio (21).

3.- Etiologia de la EM.

La causa exacta de esta enfermedad aln se desconoce. La evidencia actual sugiere que
tiene un componente genético, especialmente relacionado con los genes que codifican el
complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-II), contribuyendo
aproximadamente en un 10,5% al riesgo total (22). Algunos alelos de este gen, como
DQA1*01:01-DRB1*15:01 y DQB1*03:01-DQB1*03:02, se han identificado como de
alto riesgo (23), asi como un polimorfismo en el gen que codifica para la IL-22,
conocido como IL-22BP (24).

Por otro lado, estudios epidemiologicos han propuesto la infeccion por algunos virus
linfotropos, como el Herpes Simplex | y Il, Herpesvirus-6, Rubivirus (rubeola),
Paramoxvirus (paperas) y Morbillivirus (sarampion), como factores de riesgo (25). Sin
embargo, hasta ahora, el Unico confirmado fehacientemente es el Epstein-Barr (26,27).
Otros factores asociados incluyen el tabaquismo, la obesidad, la deficiencia de vitamina
D (28) y, més recientemente, algunas alteraciones en el microbioma (29).
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4.- Curso natural de la EM

El curso de la EM es heterogéneo e impredecible en el momento del diagndstico.
Acontecen dos fendbmenos principalmente, la inflamacion y generacion progresiva de
discapacidad. En muchos pacientes aparecen episodios de inflamacion local agudos
conocidos como “brotes”, caracterizados por aparicion y/o exacerbacion subita de la
sintomatologia neuroldgica con recuperacion completa o parcial (4). Paralelamente,
durante el curso de la EM sobreviene un desarrollo de neurodegeneracion caracterizada
por la atrofia cerebral y medular, asi como el aumento de lesiones desmielinizantes; ello
se traducirad en un incremento de la discapacidad del paciente que puede ir acompafado
0 no de brotes. En funcién de lo anteriormente descrito, distinguimos diferentes
fenotipos de EM (30-32)(Véase Figura 4):

- Sindrome clinico aislado (CIS, de su acrénimo en inglés) y sindrome radiologico
aislado (SRA): El CIS se refiere a un brote que no cumple los criterios diagnosticos de
EM, mientras que el SRA se presenta cuando hay la aparicion de lesiones caracteristicas
de la EM, pero sin sintomatologia clinica. Un gran porcentaje de estos pacientes
progresara a las formas que se mencionan a continuacion.

- Esclerosis multiple remitente-recurrente (EMRR): Afecta al 85-90% de los pacientes
con EM (pEM). Se caracteriza por brotes seguidos de recuperacion total o parcial.
Existe una variante llamada SAMS (del inglés, Single Attack Multiple Sclerosis) en
caso de que ocurra un Unico brote.

- Esclerosis multiple secundaria progresiva (EMSP): Inicia como una EMRR, pero
evoluciona hacia un curso de neurodegeneracion continua sin la aparicion de brotes.
Entre el 30% Yy el 40% de los pacientes con EMRR progresaran a esta forma clinica.
Existe controversia en cuanto a la presencia y progresion de la neurodegeneracion y
discapacidad subclinica desde el inicio, lo que se conoce como formas progresivas de
inicio a brotes (BOPMS, del inglés, Bout-Onset Progressive Multiple Sclerosis).

- Esclerosis mdaltiple progresiva primaria (EMPP): Caracterizada por la ausencia de
brotes y una progresion sostenida de la discapacidad desde el inicio de la enfermedad.

Es la menos frecuente, ya que solo la presentan un 10-15% de los pacientes.

El grado de discapacidad se cuantifica mediante la escala EDSS (del inglés, Expanded
Disability Status Scale) (Anexo 1) (33). Una mayor EDSS al inicio de la enfermedad

asocia con peor pronodstico y mayor riesgo de conversion de formas remitentes
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recurrentes a progresivas (34). Se establece una puntuacién basada en sintomas y signos

sugerentes de disfuncion de (35):

- Sistema piramidal
- Cerebelo

- Troncoencéfalo

- Sensibilidad

- Vejiga e intestino
- Vision

- Estado cognitivo

5.- Fisiopatologia de la EM

Los mecanismos fisiopatologicos de esta enfermedad no se han terminado de dilucidar.
La hipdtesis mas aceptada es que se debe a un ataque autoinmune a distintos
componentes de las vainas mielina (Tabla 1), que generan una alteracion en la estructura
de la misma (36-38). Ello provocara su destruccion, con la consiguiente afectacion de

los axones (39).

Tabla 1.- Antigenos Propuestos Como Objeto de Ataque Autoinmune en la EM.

Antigeno

Proteina basica de la mielina
Glicoproteina asociada de la mielina
Proteina proteolipidica
Transaldolasa
Proteina de superficie del oligodendrocito

Glicoporteina de la mielina del oligodendrocito

5.1.- Inmunopatologia

Los linfocitos T CD4+ juegan un rol fundamental en la patogenia de la EM, en la que se
produce un desequilibrio entre diversas poblaciones linfocitarias. Aquellas con actividad
proinflamatoria, especialmente Thl y Thl7, prevaleceran sobre las poblaciones

antiinflamatorias como Tyeg Y Treg inducibles (40).

Inicialmente, los linfocitos T CD4+ naive se activan en los foliculos linfaticos
periféricos al exponerse a antigenos presentados por las células presentadoras de
antigenos (APC), especialmente las células dendriticas, asociadas al HLA-II.

Posteriormente, se secretaran citocinas para orquestar su diferenciacion hacia diversas
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subclases y, finalmente, penetraran en el SNC superando la BHE mediante la expresion

de moléculas de adhesion (41,42).

Una vez en el SNC, cada subpoblacion es responsable de la liberacion de diversas
citocinas y otros mediadores desencadenaran una cascada de respuesta inflamatoria
inmune (Figura 1) (43):

- Thil, secreta TNF-a. e IFN-y, y otras citoquinas con capacidad de activacion de
macrofagos, células mieloides (microglia y astrocitos), ademés del reclutamiento
de linfocitos T CD8+ y B (42,44).

- Los Thl7 generan rotura de la BHE, activacion de la microglia y astrocitos,

reclutamiento y activacion de CD8 y neutréfilos (45-47).

- Th9: Existen informes que sugieren que esta subclase desempefia un papel
protector (48,49).

- Otras subpoblaciones recientemente descubiertas y con capacidad
proinflamatoria son Thl-Like 17, con capacidad de secretar citocinas (50). Y
Th22, responsable de la secrecion de 1L-22,que posee accion potenciadora de

Th17 y de la secrecion de metaloproteasas capaces de romper la BHE (42,51).

13-



Introduccion

Periphery BBB CNS

Inflammatorymmmn
cytokines

MMPsZ®BBB . iL-22
R

Neuron
Breakdown H

o9 Decrease 4

°
%
neurotrophicifactors? & . .
Thi7 ‘ ...—y B ‘e :' - ..0 3
3 H 17 "0
@ Astrocytes LY i+

e W Oligodendrocytes
o :
.

. 5 Reduced
P maturation
]
. Apoptosis
b AP LT
.o...o..‘..:.:o
b % IFN-0)
o
. :. ° L-17 o Demyelination
* o o Axonalilissection
ol
w2 e
O,
e ®® IL-22 GE 17
17 o 3 @ 5z e
* e ° { e %o
o *0 %00, gl R
¥ 0 Tealr e
. L]

—_— ° % oo ® Microglia e ®
Q- o
e ° ee | Miliken o®

o0 oo 2 o.%
n ®® .: . : ° inflammatory? ° o
N0 P4 % phenotype
oe? IFN-0]
IL-17 Enhanced®APCH
functions
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of Inflammation in Multiple Sclerosis. Cells. 2020;9(2):482.

Los linfocitos B también desempefian un papel clave en la patogénesis de la EM. Estos
tienden a acumularse en los espacios perivasculares de los infiltrados inflamatorios en el
SNC (52,53). Una vez han penetrado a través de la barrera hematoencefalica alterada
pueden desempefiar distintas funciones, siendo la mas relevante la transformacién en

celulas de memoria secretoras de inmunoglobulinas (54).

Esta respuesta inmune local resulta en la sintesis intratecal de inmunoglobulinas (SIT)
(Véase apartado 6), donde las células plasmaticas producen anticuerpos especificos
dirigidos contra componentes del SNC. Que contribuye a la patologia de la EM al

causar dafio directo a las células nerviosas y a la perpetuacién del proceso inflamatorio.

Por otro lado, los linfocitos B que se acumulan en el SNC también pueden actuar como
células presentadoras de antigeno, aumentando la respuesta inmune humoral. Ademas,
poseen la capacidad de generar sustancias neurotoxicas y estimular auto proliferacion de
linfocitos T CD4+ (55-57).
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Tomado de: Krajnc N, Bsteh G, Berger T, Mares J, Hartung HP. Monoclonal Antibodies in the
Treatment of Relapsing Multiple Sclerosis: an Overview with Emphasis on Pregnancy, Vaccination,
and Risk Management. Neurotherapeutics. 2022; 19(3):753-773.

La microglia y los macrofagos son componentes fundamentales para comprender la
inmunopatologia de la EM. Ambas células exhiben capacidad fagocitica y presentan dos
fenotipos distintos: uno proinflamatorio conocido como M1 y otro antiinflamatorio
denominado M2 (58).

En la EM, se observa un claro predominio del fenotipo M1. Estas células secretan
diversos mediadores proinflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-1B o IL-23. Ademas,
desempefian un papel importante como células presentadoras de antigeno, facilitando el
contacto entre restos de mielina y linfocitos. Las células con fenotipo M1 son las més
abundantes en las caracteristicas lesiones desmielinizantes del SNC. Este predominio
contribuye a la inflamacién y al dafio en la mielina, caracteristicas distintivas de la
patologia de la EM (59,60).

En la propagacion de lesiones y neurodegeneracion en SNC, la microglia desempefia un
papel esencial. En su estado basal, estas células poseen miles de ramificaciones con
receptores capaces de detectar dafio e inflamacion. Cuando se activan, adquieren el

fenotipo M1 y una morfologia ameboide, liberando mas citoquinas proinflamatorias.
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Este proceso contribuye significativamente a la respuesta inflamatoria y al dafio en el
contexto de la EM (60).

Con respecto a los astrocitos, durante el curso de la EM se genera un estado de
inflamacion/hiperplasia conocida como astrogliosis, contribuyendo de manera
significativa a los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad. Actian como
coestimuladores del sistema inmune al reclutar macréfagos, secretar mediadores
inflamatorios, presentar antigenos (61), e interactuar bidireccionalmente con linfocitos
T (62). Su activacién se ha asociado con la degeneracion de la barrera hematoencefalica
al secretar metaloproteasas de matriz y con la disregulacion del sistema glutamaérgico

(63). Simultaneamente, participan en la formacion de cicatrices en las lesiones (64-66).

Las células T efectoras en el SNC desencadenan una cascada de eventos inflamatorios y
citotoxicos que resultan en la pérdida de oligodendrocitos, desmielinizacién y, en ultima

instancia, la destruccion neuronal (67).

La presencia de IL-17 e interferén y (IFN-y) secretados por los linfocitos Thl7 y Thl
respectivamente activa la microglia y a mas APC. Esto provoca la sobreexpresion del
MHC de clase | y Il en las APC, permitiéndoles volver a estimular las células T
efectoras reactivas a la mielina. La IL-17 también induce la expresion de citoquinas
proinflamatorias como IL-6, factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF) y TNF-a, contribuyendo ain més a la inflamacion. Por otro

lado, el IFN-y tiene efectos directos, causando la muerte de oligodendrocitos. (68).

Adicionalmente, los linfocitos TCD8+, en respuesta a las 1L-17, 1L-21 e 1L-22 liberada
por los Thl7 liberan perforinas y granzimas que generan a la destruccion de
oligodendrocitos. Por otro lado, la granzima B liberada por los Thl7 es capaz de

interactuar con el receptor de glutamato GluR3, provocando apoptosis neuronal (68).

La vaina de mielina en la superficie axonal también sufre dafios a través de diferentes
mecanismos, como la accion de citocinas, la digestion de la mielina en la superficie
axonal por los macréfagos y la citotoxicidad por complemento anticuerpo-dependiente
(69,70). En las zonas donde ocurren estos eventos se forman las conocidas placas de

desmielinizacion, caracteristicas en la SB y SG (71).
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Tomado de: Kaskow BJ, Baecher-Allan C. Effector T Cells in Multiple Sclerosis. Cold Spring Harb
Perspect Med. 2018 2;8(4):a029025.

5.2.- Destruccion axonal

Una vez se ha producido la desmielinizacién, los axones son sujeto de varias agresiones

que conducen a su destruccion:

- En las areas desprovistas de mielina, los antigenos presentes en la superficie
axonal quedan expuestos, convirtiéndose en blancos de los linfocitos T CD8+.
Que polarizan sus granulos, cargados de perforinas y granzimas, hacia estas

zonas. (28).

- La rotura de la mielina libera productos de degradacién de naturaleza lipidica

al medio, capaces de inducir apoptosis (61).

- Uno de los fendmenos que en primera instancia se generan es el edema, que

por si solo es capaz de generar dafio neuronal (28).
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- Se producen una series alteraciones metabolicas originando lo que se conoce

Como “crisis energética’:

e En las zonas de inflamacion se producird una hipoperfusion (72),
ademés de la liberacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
(ROS y RNS) por parte de las celulas inmunitarias (73), que interfieren
en la cadena de transporte mitocondrial y forman aniones peroxinitrito y

radical superdxido, ambos capaces de producir muerte celular (72).

eLa caracteristica elevacion de glucosa en LCR reduce los niveles de

oxalacetato, un inhibidor de la muerte neuronal (74).

¢ Tras ser desmielinizados, los axones requieren mayor cantidad de energia
para seguir manteniendo la conduccién. Es por ello que las mitocondrias
se desplazan desde el cuerpo neuronal hacia el axén. Sin embargo, esta
demanda no puede ser compensada persistetemente, ademas la presencia
de ROS y NRS es capaz de generar dafio mitocondrial, generando un

circulo vicioso “hipoxia-inflamacion” (75).

- Apoptosis subsiguiente a la interaccion de la granzima B (liberada por los
linfocitos T CD4+) con el receptor GIuR3 (68).

5.3.- Mecanismos compensatorios

Existen varios mecanismos compensatorios destinados a revertir el proceso de
desmielinizacion y dafio axonal. EI més destacado es un proceso conocido como
remielinizacion, llevado a cabo por las células progenitoras de oligodendrocitos (OPC),
gue son responsables de generar la mayoria de los oligodendrocitos en el adulto.
Después del dafio inflamatorio, las OPC se activan, migran y proliferan para intentar
restaurar la mielina, generando una estructura més fina y corta que la fisiologica (76).
Sin embargo, este proceso muestra una elevada variabilidad entre pacientes (77,78) y
depende de la ubicacién de las lesiones; por ejemplo, las periventriculares son menos

susceptibles a la remielinizacién que las subcorticales (78,79).

Se ha demostrado que los oligodendrocitos maduros, en ausencia de OPC, muestran una

sobreexpresion de genes implicados en la mielinizaciéon (80,81). Ello puede constituir
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una explicacién plausible a que la discapacidad no siempre se correlacione directamente

con el grado de desmielinizacion (82).

Los fagocitos y la microglia desempefian un cierto papel neuroprotector al fagocitar los
lipidos resultantes de la destruccién de la mielina, que tienen un papel inhibitorio en el
reclutamiento de OPC, ademas de poseer capacidad apoptética (61). Con la edad, esta
capacidad fagocitica se ve comprometida, generando un acumulo de estos productos,
ricos en colesterol, cuya cristalizacion activa el inflamasoma, hecho que podria

contribuir al desarrollo de cursos progresivos (83).

Diferentes estudios de protedmica y transcriptomica han evidenciado una profunda
heterogeneidad de fenotipos de microglia y macréfagos, dependiendo de si la lesion esta

activa, inactiva o en remielinizacion (84).

A pesar de estos mecanismos compensatorios, el estado de inflamacion cronica genera
fendmenos como disfuncién mitocondrial, anulacion de las sefiales neuroprotectoras,
resultando en la pérdida de capacidad para reparar la desmielinizacion y dafio axonal.
Los brotes se caracterizan por una elevada actividad inflamatoria, asociada a la accion
del sistema inmunitario adaptativo (linfocitos T); mientras que las fases méas progresivas
se deben a la inmunidad innata y humoral, asi como a fendmenos de disfuncion
mitocondrial, anulacién de sefiales neuroprotectoras y pérdida de capacidad para reparar
la desmielinizacién (69,85,86). Como resultado, se produciran bloqueos eventuales en
la transmision nerviosa y lesiones irreversibles en el SNC (87). No obstante, ain se
desconocen los mecanismos exactos que conducen a la evolucion de cursos RR a

progresivos.

5.4.- Barrera hematoencefalica

La BHE también sufre alteraciones durante el transcurso de la enfermedad. Durante las
fases iniciales, es caracteristica su ruptura junto con la infiltracion de células
inmunitarias. Los mecanismos que conducen a la disfuncion de la BHE no se
comprenden completamente, aunque se cree que son una consecuencia de la
neuroinflamacion (88). De hecho, en un estudio con células madre pluripotentes
diferenciadas in vitro a células similares a las células endoteliales microvasculares
cerebrales se encontrd que aquellas derivadas de pEM mostraron una integridad de las

uniones, propiedades de barrera y actividad de bomba de eflujo reducidas en

-19-



Introduccion

comparacion con las células derivadas de personas sanas. Ademas de un fenotipo
inflamatorio con aumento de la expresion de moléculas de adhesion e interacciones con

células inmunitarias (89).

Sin embargo, en fases mas avanzadas, se ha observado una reduccién de la
permeabilidad de la misma, ya que la respuesta inflamatoria tiende a limitarse en el
interior del SNC. Fendmeno que también se asocia con la falta de respuesta a respuesta
a los tratamientos especificos (71,90).

5.5.- Patologia

El proceso de desmielinizacién y la subsiguiente cicatrizacion astrocitica, previamente
descritos, generan las caracteristicas lesiones en el SNC. Estas tienden a aparecer
alrededor de la SB periventricular, las uniones de la SB y SG yuxtacorticales, en
regiones infratentoriales y en la médula espinal. Las lesiones pueden clasificarse en dos
tipos: activas, cuando existe actividad inflamatoria en el momento de su hallazgo, y

cronicas, si no se evidencia dicha actividad (71,91).

Paralelamente, la destruccion axonal genera un consiguiente aumento del contenido de
agua, resultando en una pérdida de tejido del sistema nervioso central conocida como
atrofia (92,93). Aunque no existe un claro consenso sobre los mecanismos exactos que
la producen, se ha postulado que puede deberse a una expansion de las lesiones cronicas

(94) y es la principal responsable de la neurodegeneracion (95,96).

La atrofia tiene un caracter regional, afectando mas a la sustancia SG y al cerebelo (97);
por el contrario, se ha demostrado que la SB experimenta un proceso de
desmielinizacion menor en las diferentes areas del SNC (94). La médula espinal

tambien sufre atrofia en la EM, especialmente a nivel cervical (99).
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Figura 4.- Diferentes Fenotipos Junto con Dafios Asociados de EM.

Se muestra la progresion de la enfermedad en color azul, las lineas violetas reflejan el aumento de
lesiones y pérdida de volumen cerebral ocasionado por la creciente atrofia a lo largo del curso de la
enfermedad. En el eje de ordenadas se representa la discapacidad. Finalmente, se puede observan
como se reduce el nimero de lesiones activas (evidenciadas mediante captacion de contraste
gadolinio) en las formas progresivas. De forma adicional, en la parte inferior aparecen algunos de los
tratamientos empleados en las distintas etapas de la enfermedad.
Tomado de: Baecher-Allan C, Kaskow BJ, Weiner HL. Multiple Sclerosis: Mechanisms and
Immunotherapy. Neuron. 201;97(4):742-768.

6.- Sintesis Intratecal de Inmunoglobulinas

La SIT restringida al SNC es un proceso secundario a la infiltracion de linfocitos B
desde el torrente sanguineo, donde estos proliferan y maduran localmente. Este
fendmeno puede indicar una inflamacion aguda del SNC o un proceso inflamatorio

cronico autoinmune.

En un proceso inflamatorio, es caracteristica una sintesis inicial de IgM, seguida de un

cambio (switch) a IgG. Sin embargo, el patron de expresion de la SIT posee la
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peculiaridad de mantenerse constante en el tiempo, a pesar de que en otros 6rganos

linfoides se produzcan cambios en el subtipo liberado.

Esta falta de cambio de clase refleja el bajo nivel de células reguladoras en el LCR y la
impermeabilidad que ofrece la BHE al paso de inmunoglobulinas desde el LCR al

torrente circulatorio pese a su alteracion (100).

7.- Diagnostico

El diagndstico de la EM se basa en los reconocidos criterios de McDonald, los cuales
consideran sintomas y signos clinicos caracteristicos, asi como la presencia de lesiones
tipicas en el SNC evidenciadas mediante estudios de RMN cerebral. Ademas, se tiene
en cuenta la presencia de bandas oligoclonales de tipo IgG (BOCG) en el LCR (101). La
informacion radioldgica estd basada en la demostracion de los fendmenos de (102):

- Diseminacién temporal (DIT): Basados en la evaluacion de las lesiones con
realce de contraste en estudios de RMN. Consiste en la aparicion de al menos
una nueva lesion que realce contraste con gadolinio, junto con otras lesiones
sin realce, sugiriendo un desfase temporal entre ellas. Destaquese que la
captacion de gadolinio sefiala actividad actual por parte del sistema
inmunoldgico en estas lesiones; mientras que las que no lo captan son
indicativas de actividad pasada.

- Diseminacion espacial (DIS): Implica la evidencia de lesiones en al menos dos
areas separadas del SNC, incluyendo el cerebro, médula espinal y nervio

optico.

De acuerdo con la revision mas reciente de los criterios de McDonald en 2017 (Anexo
I11), la presencia de BOCG en LCR sustituye el criterio DIT (101,103). Segun datos aun
no publicados, se preve que en los nuevos criterios de 2024 se incluya el indice de

cadenas ligeras kappa libres (FKLCi) como un sustituto de las BOCG.

8.-Tratamiento.

La EM es una enfermedad para la cual no se dispone de cura. El objetivo principal de
los tratamientos es prevenir la aparicion de brotes y ralentizar la progresion de la
discapacidad, razon por la cual estos tratamientos reciben el nombre modificadores de la
enfermedad (TME) (104). Deben iniciarse tras el primer brote o en el momento del
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diagnostico de una clinica PP (101). Son bastante eficaces en las formas de RR vy las
formas progresivas que presentan inflamacion, ya sea en forma de brotes o lesiones con
actividad. Se ha demostrado que la administracion temprana reduce el nimero de brotes,
la aparicion de lesiones y previene la discapacidad (105). Sin embargo, no son capaces
de evitar la neurodegeneracion ni la acumulacion de discapacidad en formas progresivas
a largo plazo (106,107).

La estrategia terapéutica actual se basa en una serie de moléculas con actividad
inmunosupresora, estratificadas en dos lineas de tratamiento. Cuya eleccion se
fundamenta en criterios clinicos, como el fenotipo de EM, la agresividad, el numero de
brotes anuales o la respuesta subdptima a una linea anterior, asi como en criterios

radiol6gicos (108).

Los de alta eficacia son aquellos que generalmente se prescriben inicialmente y son
considerados como opciones de bajo riesgo con efectos secundarios mas manejables.
Estos tratamientos son tipicamente utilizados en casos menos graves de EM o en las
primeras etapas de la enfermedad. Suelen tener un efecto mas moderado en el sistema
inmunoldgico, en lugar de suprimirlo de manera intensa, trabajan para modular y
regular la respuesta inmunoldgica. Por lo que tienden a tener perfiles de seguridad mas
favorables con menos riesgo de efectos secundarios graves. Se trata de principios
activos convencionales como, acetato de glatiramero, fingolimod, fampirida o
teriflunomida. Por el contrario, los tratamientos de alta eficacia actian de manera mas
contundente en la modulacion del sistema inmunoldgico y pueden estar asociados con
un mayor riesgo de efectos secundarios. Ejemplos de tratamientos de alta eficacia
incluyen los anticuerpos monoclonales ocrelizumab, alemtuzumab, natalizumab
(105,109).

En el contexto de la EMRR, la respuesta a los tratamientos varia ampliamente, y es
comun que los pacientes necesiten cambiar a opciones de alta eficacia. En la actualidad,
la toma de decisiones para identificar una respuesta subéptima al tratamiento y, por
consiguiente, sustituirlo por uno mas efectivo, se apoya en la pérdida o el
mantenimiento del estatus NEDA3 (del inglés, No Evidence of Disease Activity),
basados en la ausencia de aparicion de nuevos brotes, de nuevas lesiones con realce de
gadolinio o el incremento de la carga lesional en T2 y progresion de la discapacidad
independiente de brote (PIRA) (110).
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9.- Biomarcadores

9.1.- Marcadores de imagen

Desde su introduccion en la década de los 80, la resonancia magnética nuclear (RMN)
se ha consolidado como una herramienta fundamental en el estudio de diversas
enfermedades neuroldgicas (111). Gracias a los avances tecnolégicos, se ha convertido

en un componente clave para el diagndstico de la EM (91).

Todas las manifestaciones patoldgicas mencionadas pueden observarse mediante
estudios de RMN en el cerebro y la médula cervical. Se emplean principalmente dos
tipos de técnicas que difieren en su capacidad para medir la magnetizacién longitudinal
(T1) o transversal (T2) (111):

- Secuencias de eco y giro y gradiente ponderadas en T1 y compromiso de la BHE
(T1): Estas secuencias distinguen las estructuras que contienen moléculas ricas en
lipidos, y como la mielina posee esta cualidad, permiten la visualizacion de las
estructuras del SNC con excelente resolucion. También posibilitan la
diferenciacion entre la SB y la SG, ya que la primera es mucho mas rica en
lipidos. Por lo tanto, estas secuencias son eficaces para el estudio de la atrofia de
los componentes cerebrales y medulares. Ademas, las secuencias T1 con realce de
gadolinio permiten la evaluacién de lesiones agudas con inflamacion y ruptura de
la BHE (91).

- Secuencias de giro e inversion ponderadas en T2 (T2): En estas secuencias, l0s
lipidos ya no se perciben como una sefial de alta intensidad, mientras que el
liquido se destaca. De esta manera, se pueden visualizar lesiones cronicas en la
SB. Existe un tipo especial de secuencia T2 llamada FLAIR, que anula las sefiales

procedentes del LCR para un estudio mas preciso de las lesiones (112).

Estas técnicas han posibilitado una cuantificacion precisa de los volimenes de diversas
regiones cerebrales, como el cerebelo, el parénquima cerebral y el talamo, entre otras.
Ademas, posibilitan la discriminacion entre SB y SG, diferenciando entre las capas
profunda y superficial. Facilitan la medicion de los voliumenes de las lesiones, que
suelen ser hipercaptantes de gadolinio en pacientes con EMRR, especialmente en

estadios tempranos (71). Asimismo, estos avances han posibilitado el calculo del
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porcentaje de cambio de volumen cerebral (PBVC, por sus siglas en inglés, Percentage
of Brain Volume Change) en caso de disponer de dos o mas estudios de resonancia
magnética cerebral en diferentes momentos temporales (99).

Durante el primer episodio clinico, se ha observado que las lesiones no activas en areas
infratentoriales, medulares e hipercaptantes de gadolinio se asocian con mayor
discapacidad en los 5-7 meses siguientes al ataque (113-116). En pacientes pediatricos,
las lesiones en el nervio dptico se han sefialado como indicativas de una discapacidad
mas pronunciada (113). Ademas, las lesiones en la médula se han vinculado a una

mayor frecuencia de brotes (117).

Los cambios en el volumen cerebral han también han demostrado ser de relevancia
clinica en la EM como indicador de pérdida irreversible de tejido; es decir, atrofia
cerebral (84). Esta tiende a aumentar aproximadamente entre un 0,5% y 1% anual (118),
varios estudios han mostrado consistentemente que las tasas de atrofia cerebral son mas
altas en pacientes con EM que en sujetos sanos desde las etapas méas tempranas de la
enfermedad (84). Adicionalmente, se ha vinculado con una discapacidad més acentuada
en el futuro, asi como con un mayor riesgo de experimentar un segundo episodio clinico
y la conversion de un SCA a EMCD (119,120). En la actualidad, el PBVC es el
pardmetro de mayor interés para evaluar el proceso de atrofia cerebral in vivo (121).

La atrofia medular, que supera a la cerebral, ocurre a un ritmo de aproximadamente el
2% anual y es responsable de la disfuncién motora, sensorial y autonémica (35,36). Se
ha convertido en un marcador util para la diseminacion espacial en el diagnéstico y
también es un pardmetro interesante en la evaluacion del curso de la enfermedad y la
progresion de la discapacidad, mostrando una proporcién directa con los niveles de
atrofia medular (123-125). Parece que medir la variacién de la atrofia medular durante

el primer afio predice de manera mas significativa la discapacidad a corto plazo (126).

Niveles mas altos de atrofia en la SG se han relacionado con una mayor carga lesional
en la SB (127,128). Sin embargo, la atrofia medular es independiente de la carga

lesional en esta area (129).

Hasta la fecha, no se ha establecido una relacién entre la atrofia cerebral con el riesgo
de conversion a formas SP (130). La atrofia medular, de hecho, se ralentiza tras la

conversion de formas RR a SP (119,124). No obstante, se han observado niveles
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mayores de atrofia en el talamo en pacientes con formas SP (124). En cuanto al curso
PP, es importante destacar que tanto las lesiones como la atrofia medular al inicio de la

enfermedad son mayores que en las formas recurrentes (127).

Figura 5.- Imégenes Obtenidas por RMN Cerebral en Pacientes con EM.
Ay B muestran una alta carga lesional en T2; C se corresponde con un cerebro con elevada atrofiay D

pertenece a un sujeto sin atrofia ni lesiones.

Mas recientemente, surge el concepto de edad cerebral, basado en combinar la relacion
entre la enfermedad y el envejecimiento estructural normal del cerebro para comprender
mejor el impacto de la EM. La diferencia entre la edad real de una persona y la edad
cerebral predicha (llamada brecha de edad cerebral o brain-PAD) se considera un indice
ajustado por edad que refleja la salud estructural del cerebro. Para la determinacién de
este parametro, se han usado secuencias en 3D ponderadas en T1 y algoritmos de
aprendizaje machine learning, comparando el estado del paciente con el de la poblacién
normal (131,132).

La introduccion de nuevas secuencias de resonancia magnética, conocidas como mapeo

de susceptibilidad cuéntica, ha permitido la deteccidn de lesiones no realzantes con un

-26-



Tesis Doctoral. Jordi Tortosa Carreres

borde paramagnético, las cuales se denominan anillos paramagnéticos. Que un subtipo
de lesiones cronicas activas que se caracterizan por la presencia persistente de actividad
de microglia/macréfagos en sus bordes y se han asociado con progresion de la
discapacidad (84,133).

Otro tipo interesante de lesiones son las de expansion lenta. Se caracterizan por no
mostrar realce con gadolinio en las imagenes de resonancia magnética y aumentar
gradualmente de tamafio tanto en direccion radial como lineal durante un periodo de 1 a
2 afios. Se identifican utilizando algoritmos de procesamiento de imagenes que analizan
los cambios en las imagenes ponderadas en T1 y T2-FLAIR a lo largo del tiempo. Se ha
observado que estas lesiones estan presentes tanto en los fenotipos RR como en los
progresivos. Ademds, se han asociado con la progresion de la enfermedad en
seguimientos a largo plazo, aunque ain no hay un consenso claro al respecto (134,135)

9.2.- Marcadores bioguimicos

El estudio del liquido cefalorraquideo (LCR) es de gran relevancia para la investigacion
de la EM, ya que permite identificar los marcadores sintetizados intratecalmente. Un
factor relevante en la determinacién de marcadores en el LCR es la integridad de la
BHE la cual se puede evaluar mediante el cociente de albimina en LCR y suero (Qan).
Este coeficiente representa la proporcion entre la concentracion de albimina en el LCR
y la concentracién en suero (136). La albimina es una proteina de sintesis hepatica que,
en condiciones normales, se encuentra Unicamente en la sangre. Su presencia en el LCR
indica una alteracion en la BHE y est4 directamente relacionada con el grado de
afectacion de esta barrera (137).

9.2.1.- Bandas oligoclonales

Las bandas oligoclonales (BOC) son patrones generados por las inmunoglobulinas al ser
separadas de otras proteinas. Este proceso se lleva a cabo mediante isoelectroenfoque, y
su visualizacion se logra a traves de métodos como tincion de plata, inmunofijacion o
inmunoblotting. Se distinguen dos tipos de BOC segun el subtipo de inmunoglobulina
que estudian: las de 1gG (BOCG) y las de IgM (BOCM). Su presencia en el liquido

cefalorraquideo y su ausencia en el suero indican SIT (Figura 6) (138).

La presencia de BOCG en LCR se registr6 como un criterio diagndstico de EM segun la

revision de los criterios de McDonald de 2010 (139). En la revision mas reciente de
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2017, se equipararon a los estudios de RMN, ya que su presencia en LCR se considerd

que podia reemplazar a la DIT (101,103) (Anexo II1).

6.5 pH 9.0
L 1
LCR ;
Patron 1
S “ }
I Taaury
LCR i
“’ Patrén 2
s e
S m Patrén 3
— Patron 4
§ ot v B8
LCR m ,
Patron 5
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Figura 6.- Patrones de Bandas Oligoclonales.

LCR: Liquido cefalorraquideo; S: Suero

1: Patron policlonal en el suero y el LCR. No se identifican bandas individuales en el suero ni
en el LCR. Presente en sujetos sanos.

- 2: Bandas oligoclonales presentes en LCR pero no en suero. Sugiere una SIT de forma
aislada. Caracteristico en la EM.

- 3: Presencia de BOC en suero y en LCR, pero con bandas adicionales en este Gltimo (Patrén
“mas que”). Es indicativo de respuesta sistémica ademas de intratecal. Se detecta en la EM e
infecciones del SNC.

- 4: Patron de BOC idéntico en LCR y suero (Patrén “en espejo”). Es indicativo de una
respuesta oligoclonal sistémica con paso de las inmugoglobulinas del suero al LCR. Por tanto,
no hay produccidn intratecal. Es caracteristico en procesos autoinmunes, paraneoplasicos y
polineuropatias periféricas autoinmunes (Guillain-Barré), pero no en EM.

- 5: Patrén monoclonal en el suero y el LCR. Presencia en suero y LCR de 3 a 5 bandas
espaciadas regularmente, siendo mas prominentes las que estdn cerca del cétodo.
Caracteristico de paraproteinemias. No sugiere sintesis intratecal

Modificado de: Freedman MS, Thompson EJ, Deisenhammer F, Giovannoni G, Grimsley G,
Keir G, Ohman S, Racke MK, Sharief M, Sindic CJ, Sellebjerg F, Tourtellotte WW.
Recommended standard of cerebrospinal fluid analysis in the diagnosis of multiple sclerosis:
a consensus statement. Arch Neurol. 2005;62(6):865-70.

Un elevado porcentaje de pEM presenta positividad para las BOCG (140), siendo la
técnica Gold Standard para la demostrar de presencia de sintesis intratecal de 1gG (SIT-
IgG) actualmente (141). Ademas, su presencia en LCR conlleva un mayor riesgo de
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conversion de SCA a EM clinicamente definida (142). Algunos autores incluso han
propuesto este pardmetro como un predictor de un curso de la enfermedad mas
desfavorable (141), sin embargo, la utilidad pronostica de las BOCG esta limitada
debido a su alta prevalencia en pEM (141). En la proxima actualizacion de los criterios
de McDonald, se contempla que un RIS con presencia de BOCG se clasifique como

esclerosis EM y requiera tratamiento (datos no publicados).

Las BOCG no son un marcador completamente especifico de la EM, ya que pueden
manifestarse en otras patologias (101). Un reciente metaanalisis que incluy6 32 estudios
informa de una sensibilidad del 54% al 97%, mientras que la especificidad varia entre el
74% y el 100% (143). Asimismo, su determinacion es un proceso laborioso e intrincado
que requiere personal capacitado, y los resultados son de interpretacion subjetiva. Por
ende, esta técnica no esta disponibles en todos los laboratorios clinicos, sino solo en
aquellos de referencia y mas especializados, que cuentan con personal entrenado para

llevar a cabo la técnica.

Por otro lado, la SIT de IgM (SIT-IgM) evidenciada por BOCM, solo la presentan un
35-45% de pEM vy se ha relacionado con cursos mas desfavorables (144,145). En el
marco de las formas RR, este fendmeno se ha asociado con una clinica mas agresiva,
mayor nimero de brotes (146), discapacidad a largo plazo, asi como una probabilidad
mas elevada de conversion a EMSP (147,148).

Debido a la estructura pentamérica de la IgM y su menor concentracion en LCR (100
veces inferior a la IgG), la deteccion de las BOCM implica un procedimiento mas

tedioso en comparacion con las BOCG (149).

Se destaca la existencia de una version mas especifica y avanzada de las BOCM
conocida como BOCM lipido especificas (BOCM-LE) que consiste en detectar solo las
IgM que reaccionan contra lipidos presentes en la mielina, especialmente la fosfatidil-

colina, cuya asociacion con los peores pronosticos parece ser mas robusta (150).

9.2.2.- Cuantificacion de sintesis intratecal de inmunoglobulinas mediante formulas
matematicas

Se han propuesto alrededor de 20 férmulas para la cuantificacion de la SIT,
categorizadas en dos grupos: lineales y no lineales. Las formulas lineales, como el

indice de 1gG o de Tibbling-Link (Link), y los indices de IgA, IgM, IgE y cadenas
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ligeras, se basan en cocientes o0 razones. En contraste, las formulas no lineales, como la
Thompson, Schuller, Felgenhauer, los indices ampliados de Ohman y la formula de
Reiber, no siguen una distribucion lineal (151).

Formulas o indices lineales

Constituyen un método semicuantitativo de determinar la SIT-1gG. El indice de Link, se
basa en un calculo lineal basado en dividir el cociente de 1gG en LCR y suero (Qjg)
entre Qalb (152):

19Gycr /
I g GSuero

Link = AlbﬁminaLCR/
Albiminagyero

Link, con un umbral patolégico establecido en 0,6-0,7 (153), sefiala la posible presencia
de SIT, y en ciertos casos, puede anticipar la aparicion de BOCG (154). Aunque este
parametro puede elevarse en un 45%-80% de los pEM, no debe considerarse como un
sustituto de las BOCG (101,153,155).

Con respecto al indice de IgM (IgMi) -calculado de manera similar al anterior, pero con
la IgM-, su uso es menos frecuente. Aunque puede ser una herramienta complementaria
en el diagnostico de la EM y contribuir a la evaluacion de la actividad inflamatoria en el
SNC, la falta de estudios especificos limita su respaldo. Al igual que el indice de Link,
no es especifico de la EM y puede estar presente en otras condiciones patoldgicas (156).
Hasta la fecha, no se ha evaluado su capacidad para predecirla aparicion de BOCM.

[gMLCR/
IgMSuero

IgMt = Albl’lminaLCR/
Albiminagyer,

Formula de Reiber

Es un modelo matemaético que se fundamenta en la teoria de la difusion molecular vy el
flujo del LCR. Su premisa principal sostiene que la disminucion en la velocidad del
flujo siempre se acompafia de un aumento en la difusion molecular de la sangre hacia el
LCR (157).
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Para llevar a cabo calculo, también se hace uso de Qiq y Qan, pero teniendo en cuenta
mas factores. Inicialmente se calcula un pardmetro denominado Qjim, que representa un
0% de SIT. Para cada subtipo de inmunoglobulina se utiliza una ecuacion diferente
(148,158):

0,93 - (Qu® +6)"" = 1,7]

QumUgG) = 1000
tom < 277 (Quw® +23)"° = 3,1]
0,5
[0,67 - (Qap? +120) "~ — 7,1]
Qum(UgM) = (@ )

1000

Un valor de Qiim inferior a Qg s indicativo de SIT, en este caso se calcula su porcentaje

(IgIF%) mediante las siguientes funciones (148):
1°.- Calculo de Ig, oc:

IgL0c = (ng - Qlim) “1Gsuero

2.- Célculo de IglF% utilizando el parametro del paso anterior:

1g1F% = (*9r0c/, 5. 100

JLcRr

Asimismo, los calculos pueden llevarse a cabo visualmente mediante la representacion

de los puntos en el grafico de razones de Reiber o Reibergrama (158).
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Figura 7.- Gréfico de razones de Reiber o reibergrama.

Formados por:

- Unas lineas verticales que indican los rangos de referencia en funcion de la edad para Q.

- Una linea hiperbdlica discriminatoria, que viene dada por Qyin,, que separa la fraccion de
proteinas derivadas de la sangre con las sintetizadas intratecalmente.

- Unas lineas de puntos que indican el IgIF% (20%,40%, 60% y 80%) y se calculan a partir
del 0%.

- Losrangos de referencia se sitdan entre la linea discriminatoria superior (Qyir) representada
con una linea mas gruesa y el borde inferior (Qps0), que esta representada por una linea mas
fina (151).

Existen pocas investigaciones sobre el rol de este pardmetro en la EM. Al igual que las
BOC, se ha propuesto que la aplicacién de estos calculos para la 1IgG (Reiber 1gG) posee
un gran potencial para predecir la aparicion de BOC (100); mientras que la SIT de IgM
evidenciada mediante Reibergrama (Reiber IgM) se ha asociado con peores cursos
(146).
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Estas ecuaciones son métodos mucho mas sencillos y economicos que las BOC para
determinar la SIT. Simplemente se necesitan sus concentraciones y las de albumina
tanto en suero como en LCR, cuya determinacion se realiza de forma rutinaria mediante
los autoanalizadores de los laboratorios clinicos. Ademas, se han desarrollado software
que realizan los célculos no lineales y representan los resultados en Reibergramas de

manera automatica (159).

9.2.3.- Cadenas ligeras Kappa Libres

Las inmunoglobulinas humanas estdn compuestas por una estructura simétrica de 4
cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas y dos ligeras, ambos subtipos idénticos
para cada inmunoglobulina. Existen 5 clases diferentes de cadenas pesadas (y, u, o, € y
d), que determinan el isotipo de inmunoglobulina (1gG, IgM, IgA, IgE, IgD
respectivamente); pero unicamente dos de ligeras, las kappa (k) y las lambda (A). Cada
inmunoglobulina contiene un solo tipo de cadena ligera (x o A), dependiendo de la

especie abundard méas una u otra (160).

Heavy

hails Antigen
chai

binding site Kk-FLC monomers

Light
chain ™

. PR A-FLC dimer
Immunoglobulin __-----~

domains

Immunoglobulin

a b

Figura 8.- Estructura de las Inunoglobulinas (a) y Cadenas Ligeras Libres (b).

Tomado de: Hegen H, Berek K, Deisenhammer F. Cerebrospinal fluid kappa free light chains as
biomarker in multiple sclerosis-from diagnosis to prediction of disease activity. Wien Med
Wochenschr. 2022;172(15-16):337-345.
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Las cadenas ligeras se producen en los linfocitos B en un exceso de entre el 10 al 40%
respecto a las pesadas. Cuando se liberan al torrente sanguineo, la mayor parte de ellas
se asocia a las pesadas para formar las inmunoglobulinas; sin embargo un pequefio
porcentaje permanecera sin enlazarse recibiendo el nombre de cadenas ligeras libres
(161). Dado su elevado aclaramiento renal, éstas poseen una semivida baja (3-6 horas
las k¥ y 2-4 horas las A) (162), de hecho fueron descubiertas el 1847 cuando Henry
Bence Jones las precipito en la orina de un paciente con “fuertes dolores 0seos”
utilizando acido nitrico (163). Es por ello que los niveles séricos son inferiores a los de
las inmunoglobulinas en condiciones normales, aunque en algunas patologias como la
amiloidosis o discrasias sanguineas de células plasmaéticas sus valores se veran

aumentados en suero (161-164).

Las cadenas ligeras kappa libres (FKLC, del inglés Free Kappa Light Chains)
circulantes existen en forma de mondmeros y poseen un peso molecular de
aproximadamente 24 kDa (160); mientras que las lambda aparecen formando dimeros y
su peso molecular es de 44-55 kDa (165).

El FKLCi refleja actividad intratecal de células plasmaticas, puede determinarse del
mismo modo que los indices lineales previamente expuestos -mediante la relacion
FKLC LCR/Suero dividiendo entre el promedio albumina LCR/Suero- (166).

FKLCrcR
/FKLCSuero

Albt'lmi'l’laLCR
/AlbﬁminaSuem

FKLCi =

La importancia de las FKLC en la EM ha sido reconocida desde hace décadas (167). No
obstante, los métodos para su determinacion eran complejos y no ofrecian la
sensibilidad adecuada para analizar las bajas concentraciones en el LCR. Gracias a los

nuevos inmunoensayos, se ha logrado automatizar su determinacion (168,169).

Numerosos estudios han evidenciado que las FKLC ofrecen un paradigma diagndstico
mas coste-efectivo en comparacion con las BOCG. A pesar de que las sensibilidades y
especificidades presentadas por ambas técnicas son variables, en muchas ocasiones las
FKLC muestran una mayor precision en la prediccion de SIT. Ademas, la
determinacion de las FKLC puede llevarse a cabo de manera sencilla en un
autoanalizador, sin necesidad de personal especializado para el montaje del ensayo y su

interpretacion es sencilla al tratarse de un pardmetro cuantitativo (143,170-172). De
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hecho, el consenso mas actual recomienda la determinacién de las FKLC, reservando

las BOCG para aquellos casos con valores borderline (173).

Por otro lado, la produccién intratecal de FKLC (SIT-FKLC) también se puede estimar
mediante el modelo no lineal de Reiber (FKLC-R) (174) :

Qrappa(im) = 3.27[Q " + 33]°% — 8.2(x1073)

De manera anéloga a la 1gG e IgM, la SIT-FKLC se considera positiva si el cociente
entre las FKLC en LCR y suero (Qkappa) €S Superior a Qggppq(lim). Este modelo

también permite calcular su porcentaje de sintesis intratecal FKLC-1F% (172,175):
FKLCLOC = (Qkappa - Qkappa(lim)) : FKLCsuero

FKLC — IF% = (FKLCLOC/FKL ) - 100

C'LCR
Existen otras formulas para evaluar la SIT de FKLC, aunque no han demostrado tanta

efectividad como las mencionadas (176). Una elevacion del FKLCi se ha relacionado
con mayor riesgo de conversion de CIS a EM clinicamente definida (177,178).

9.2.4.- Cadena ligera de neurofilamento

Los neurofilamentos son proteinas fibrosas codificadas por el gen NEFH en el
cromosoma 8 (179), que forman parte de los filamentos intermedios del citoesqueleto de
las neuronas, su principal funcion es aportar soporte estructural a los axones. Son
heteropolimeros de unos 10 nm compuestos por varias subunidades, que se diferencian
en funcion de su peso molecular: la cadena ligera de neurofilamento (NfL), el
neurofilamento intermedio, el neurofilamento pesado y la a-internexina (180,181). Las
masas moleculares son de 200 kDa, 145-160 kDa, 70kDa, and 59-65 kDa
respectivamente (182).

Ante un dafio axonal o neuronal, se liberan los neurofilamentos al LCR siendo un buen
marcador de este fendmeno. No obstante, el de mas interés es el NfL, ya que se eleva
tanto en suero como en LCR en diferentes enfermedades neurologicas y

neurodegenerativas (183-186).
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En el contexto de la EM, gracias a la correlacion entre sus niveles séricos y en LCR
(187), se ha consolidado como un marcador propicio para monitorizar la dindmica
inflamatoria de la enfermedad (188,189). Las concentraciones en suero experimentan un
aumento simultaneo con el brote o la aparicion de nuevas lesiones realzadas con
gadolinio, a menudo precediendo a la sintomatologia clinica y persistiendo en niveles

elevados a lo largo de un periodo temporal prolongado (hasta 3 meses) (190,191).

La concentracion de NfL en suero (SNfL) y LCR (lcrNfL) guarda una relacion
directamente proporcional con el dafio axonal y, por ende, con gravedad de los brotes
(189), y discapacidad resultante (192). Ademas, estd asociado con el volumen de las
lesiones detectadas mediante T2 y tiene la capacidad de predecir la conversion de un

primer episodio desmielinizante a EM clinicamente definida (191,193,194).

Una de las principales ventajas del NfL es la buena correlacion suero-LCR, ello
posibilita obtener informacion sobre el estado de neurodegeneracion o actividad
inflamatoria del paciente. Ademas de monitorizar la respuesta a los TME sin necesidad
de realizar un proceso tan invasivo como la puncion lumbar, ya que estos pueden
provocar disminuciones en sus niveles (195,196). Algunos autores postulan que tiene la
capacidad de anticipar respuestas subdptimas a estos tratamientos, permitiendo ajustes o
cambios antes de que causen consecuencias clinicas significativas (192). De hecho, se
ha planteado la posibilidad de que un futuro objetivo terapéutico sea la consecucién del
estatus NEDADS, que engloba los criterios del NEDA3 y, ademas, requiere la ausencia de
incremento en el PBVC y sNfL.

9.2.5.- Chitinasa-3 Like-1

La Chitinasa-3 Like-1 (CHI3L1) es una proteina de 40 kDa codificada en el cromosoma
1932 que pertenece la familia de las quitinasas, un grupo de enzimas que catalizan la
hidrolisis de la quitina (197), polisacarido que forma parte de la pared celular de los
hongos y el exoesqueleto de artropodos (198,199). Los mamiferos carecen de esta
molécula, sin embargo, poseen un total de 8 quitinasas, aunque solo dos de ellas con
actividad: la quitotirosidasa y quitinasa acida de mamiferos. Estas se expresan
principalmente en macrofagos y células del tracto gastrointestinal respectivamente
(198,200).
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Dadas las mutaciones en su centro activo, la CHI3L1 carece de esta actividad quitinasa
(201). Se secreta por diferentes tipos celulares, como cartilago, sinoviocitos, adipocitos,
celulas endoteliales, asi como células del sistema inmunoldgico y tumorales (202).
Respecto a sus funciones fisiologicas, promueve proliferacion y diferenciacion celular e
inhibe la apoptosis al unirse a algunos receptores como el PAR2 e IL13Ra2 (203),
asume un importante rol en la inflamacién ya que estimula la diferenciacion de Tpaive @
Th2, regula la expresion de linfocitos T citotoxicos. Y es fuertemente inducida por
macrofagos en estadios tempranos de diferenciacion, ademas posee efecto quimiotactico
(204,205) y angiogénico (203).

En relacion con su papel en la EM, se ha evidenciado mediante estudios de
inmunohistoquimica que la CHI3L1 se expresa en macrofagos y astrocitos presentes en
lesiones desmielinizantes (206). Sus niveles en LCR son mas elevados que en controles
sanos (207,208); en pacientes con CIS, se han hallado concentraciones superiores en
aquellos que se han transformado a EM (209-211). Esta molécula promete ser un
marcador de progresion y una interesante herramienta para diferenciar entre los
diferentes fenotipos de la enfermedad (212). Por el momento, en las formas PP, se ha
observado una tendencia a asociarse con una mayor progresion de la discapacidad
(213).

9.2.6.- Proteina acidica fibrilar glial

La proteina acidica fibrilar glial (GFAP) es la proteina principal de los filamentos
intermedios de los astrocitos maduros (214), aparece como fibras empaquetadas de 8-
12 nm de didmetro (215). Los genes que lo codifican se encuentran en el cromosoma
17, concretamente en la region 17g21.1-g25 (216), su expresion es mayor en la
sustancia blanca que en la sustancia gris (217). Aunque es principalmente secretada por
los astrocitos, algunas otras células también son capaces de sintetizarlo como las células

de Schwann, condrocitos, hepatocitos y células pancreaticas (218,219).

Para formar el citoesqueleto, las moléculas de GFAP se organizan jerarquicamente. En
primer lugar, los monémeros se uniran formando dimeros, posteriormente estos se
empaquetaran en tetrdmeros de 50 kDa que se organizan formando un entramado que
constituird el filamento intermedio (220-222). Finalmente, seran degradadas por las
caspasas 3, 6 y 9 (222).
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Su transcripcién aumenta en situaciones de astrogliosis, que acontece como respuesta a
cualquier dafio cerebral agudo (traumatismo, ictus, neurotoxicidad...) o enfermedades
cronicas que afecten al SNC. Asimismo, puede ser secretado por los astrocitos en
respuesta a una estimulo o estrés. Es por tanto un marcador especifico de astrogliosis
(223). Ademas, su elevacion en otro fluido distinto del LCR indica disrupcion de la

BHE debido a una disfuncion de las células del parénquima (221).

Los niveles con GFAP en pEM ha mostrado una asociacion significativa con las
alteraciones estructurales caracteristicas en el SNC, especialmente evidentes en los
fenotipos progresivos (224,225). Incluso se ha constatado que los niveles de GFAP
sérico correlacionan més fuertemente que el NfL con la severidad estos cursos (226),
especialmente en las EMPP (194). Por lo que los niveles de este marcador tanto en
suero como en LCR también podrian aportar informacion de valor sobre agresividad y

progresion en pacientes con EMRR (227).

Respecto a la comparativa con individuos sanos, se ha reportado que pacientes con
EMRR poseen niveles de GFAP en LCR (IcrGFAP) ligeramente superiores, esta

diferencia es mas pronunciada en aquellos en brote (224,225).

9.2.7.- Proteina del sistema del complemento C1q

El sistema del complemento es un componente de la respuesta inmune innata
compuesto por alrededor de unas 50 proteinas que circulan en la sangre (228). Cuando
se activa, genera un complejo en la superficie de la célula diana conocido como
complejo de ataque a la membrana (CAM), que acaba con la opsonizacion vy lisis de la
misma (Figura 11). Ademas, algunas proteinas también tienen actividad anafilactica,
quimiotactica y la capacidad de activar a otros componentes del sistema inmune
(229,230). ElI complemento puede activarse de tres modos distintos: via clésica,
alternativa y de las lectinas (231).

La proteina del sistema del complemento C1lg (C1q) es una molécula compuesta por
tres tipos diferentes de cadenas (A, B y C) que se unen formando una estructura de 18
cadenas en total y un peso molecular de 460 kDa (232), Promueve la activacion del
complemento por medio de la via clasica (228), ademas de participar en la
solubilizacion y eliminaciéon de inmunocomplejos (233), y mantener la integridad del
endotelio vascular (234). Adicionalmente, estad implicado en otros procesos bioldgicos
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como el de desarrollo celular e induccién de la apoptosis (235), incluso favorece la

agregacion plaquetar (236).

:Classical pathwayi Lectin pathway Alternative pathway
IgM, IgG Mannose bacteria, bacterial
Immune complexes residues toxin, thick over
C1q,C1r,C1s MBL, MASP c3
N ra C3a Jl
C4,C2 C3b
C4bC2a C3bBb
C3 C3
I c3a M c3a
C3b C3b
C4bC2aC3b (C3b),Bb
- [cscomnse]
C5
Cs5a /1
C5b-9 (MAC)

Figura 9.- Las Diferentes Vias de Activacién del Complemento.

Clq es exclusivo de la via clasica, es uno de los componentes de C1, que a su vez esta formado por 4
moléculas mas (dos de Ci1r y dos de C1s). Al unirse Clqg a los fragmentos de cadena pesada de
anticuerpo, se activara favoreciendo la liberacién de los otros componentes de C1 y actuando sobre C4
y C2, generando el complejo C4bC2a (convertasa de C3). Este escindira C3 en C3a y C3b y adherira
este Gltimo formando el complejo C4bC2aC3b (convertasa de C5). En este momento es donde
convergen las 3 vias para formar el CAM (231).

Tomado de: Noris M, Remuzzi G. Overview of complement activation and regulation. Semin Nephrol.
2013;33(6).

Los niveles disminuidos de C1q reflejan su consumo por la activacion de complemento,
suceso caracteristico de las enfermedades autoinmunes. Por otro lado, los procesos
inflamatorios cronicos e infecciones se caracterizan por un incremento de sus valores
séricos (237).

Dentro del SNC esta proteina facilita la maduracion y migracion de las células
dendriticas (238) y ejerce influencia sobre el desarrollo y la plasticidad neuronal (239).
Su importancia radica en servir como molécula sefial para un proceso destinado a la

eliminacion de conexiones sin necesidad o ineficientes, conocido como “poda sinaptica”

(240).
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En el &mbito de la EM, la activaciéon del complemento, con la destacada participacion
de Clq, respalda un vinculo causal con la neuroinflamacion crénica asociada a la
degeneracion sinaptica, la pérdida neuronal y el deterioro del tejido cerebral debido a la

opsonizacion seguida de la fagocitosis ejecutada por las células microgliales (241).

La EM es una enfermedad compleja con alteraciones inmunologicas tanto fuera como
dentro del SNC. Estos fendmenos no siempre estan interconectados, como se observa en
pacientes sometidos a terapias como Natalizumab o anti-CD20, en los cuales, a pesar de
reducir eficazmente la inflamacion periférica, la neurodegeneracion continla de manera
independiente (242). Estudios previos han sefialado un aumento de C1qg en el SNC
(243,244), pero hay investigaciones muy limitadas sobre C1q en el sistema periférico.

Por otro lado, estudios inmunohistoquimicos han delineado la presencia de Clg en
lesiones desmielinizantes, que abarcan tanto la materia blanca como la gris cortical en
los cerebros de individuos afectados por EM (245-247). Ademas, se ha vinculado a C1q
con la conversidon de los astrocitos a su fenotipo proinflamatorio, implicado en la
destruccion neuronal y la muerte de los oligodendrocitos (248). Ademas, se cree puede

modular la respuesta adaptativa al acelerar la maduracion de APC (249).
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1.- Hipotesis

e EIl empleo conjunto de los diversos pardmetros de SIT-IgG mejoraria la
capacidad de ponerla de manifiesto, aumentando asi su potencial como
herramienta auxiliar en el diagndstico de la EM. Esto conllevaria a una mayor

reduccién en el consumo de BOCG en LCR.

e La utilizacion de algoritmos basados en la marcadores cuantitativos de SIT-IgM
y FKLCi presentaria un alto valor predictivo positivo para la presencia de

BOCM, por lo que podrian ser empleados para reducir su uso.

¢ Niveles elevados de NfL, GFAP, CHI3L1 o SIT en el momento del diagndstico

podrian ser sugerentes de un curso mas agresivo y pronéstico desfavorable.
e Tanto el Clq en suero como en el Liquido Cefalorraquideo (LCR) podrian

constituir parametros de interés para la deteccion temprana, la monitorizacion y

el avance del conocimiento inmunopatolégico de la EM.
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2.- Objetivos

Objetivo 1.- Combinar FKLCi con otros marcadores de SIT-IgG para incrementar la

precision diagnostica, priorizando reducir al maximo el consumo de BOCG

Objetivo2.- Evaluar el rendimiento del FKLCi, asi como del IgMi para la predecir la

aparicion de BOCM; reduciendo, de este modo, la necesidad de su consumo.

Objetivo 3.- Comparar la eficiencia de los distintos marcadores cuantitativos y
cualitativos durante o tras el primer evento agudo desmielinizante en la prediccion de la

aparicion de un fracaso terapéutico.
Objetivo 4.- Comparar los niveles de C1q en suero y LCR de una numerosa cohorte de

PEM respecto a los de controles sanos e individuos con otras patologias y analizar su

asociacion con otros biomarcadores utilizados en el estudio de la EM.
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Materiales y Métodos
1.- Reclutamiento de pacientes

Se reclutaron una serie de pEM basandose en los siguientes criterios de inclusion:
diagnostico de acuerdo con los criterios de McDonald, disponibilidad de muestras de
LCR y suero tomadas en el momento del inicio de la enfermedad -que debia ser entre
2015 y 2022-, tiempo de evolucion de no menos de un afio y firma del documento de
consentimiento informado. Los pEM se dividieron en dos cohortes en funcion de la
procedencia de sus muestras: la de trabajo (CT), y la externa de validacion (CV). Las
muestras de CT se obtuvieron de la Unidad de Neuroinmunologia del Hospital
Universitari i Politecnic La Fe y del biobanco del Institut de Investigacio Sanitaria La
Fe (Valéncia). Por otro lado, las muestras de la CV fueron proporcionadas por la
Unidad de Neuroinmunologia y Esclerosis Multiple del Hospital Universitari Dr. Josep

Trueta (Girona).

Paralelamente, se seleccionaron pacientes para formar una cohorte de controles con
desdrdenes neurologicos diferentes a la EM (CON), atendiéndose a dos criterios de
inclusion: Pacientes con diversas condiciones diferentes a la EM vy disponibilidad de

muestras de suero y LCR tomadas en el mismo dia.

Asimismo, se incorporaron muestras de suero de voluntarios sanos para formar la serie
de Controles Sanos (CS), el Unico criterio de inclusion fue que no presentaran ningun

tipo de patologia conocida en el momento de la toma de muestra.

Las muestras de los grupos CON y CS se obtuvieron del biobanco del Institut de
Investigacié Sanitaria La Fe y del Servicio de Analisis Clinicos del Hospital

Universitari i Politécnic La Fe (Valéncia) respectivamente.

Para los pEM, se registraron los valores de Escala de Discapacidad Expandida (EDSS)
(250) mas cercana al momento de la toma de muestra y la mas reciente disponible. Dado
que el estudio involucraba dos centros, las EDSS se obtuvieron de diferentes neurdlogos

experimentados.

El protocolo de investigacion utilizado en este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica y el Comité de Investigacion Clinica del Hospital Universitari i Politécnic La Fe
(ndmero de registro: 2021-761-1).
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2.- Obtencion de las muestras

Las muestras de LCR y sangre se obtuvieron mediante puncion lumbar y venopuncién
utilizando tubos estériles y separadores de gel (Gelosa) respectivamete. Fueron
inmediatamente centrifugadas para obtener LCR libre de células y suero. Estos se
alicuotaron en tubos de polipropileno, se mantuvieron a 4°C durante menos de 24 horas

para, finalmente, ser almacenados a -80°C para su analisis ulterior.
3.- Calculo de parametros de SIT

La SIT de FKLC, IgG e IgM se investigd mediante sus indices lineales (FKLCi, Link e
IgMi, en el orden dado), junto con los Reibergramas (FKLC-R, Reiber IgG, Reiber
IgM). Simultaneamente, se investigo la SIT de IgG e IgM mediante las BOC.

Tanto FKLCi como el Link e IgMi se expresaron como los cocientes entre su razén
entre LCR y suero (Qekic, Qige Y Qigm respectivamente) y Qap. La demostracion de
SIT-1gG y SIT-IgM basada en la formula de Reiber asi como el IgGIF(%) se determind
mediante el software CSF Research Tool®. Sin embargo, para el célculo de FKLC-R, se

calculd en primer lugar Qgappa(lim) utilizando su formula especifica (Qrappq(lim) =

3.27[Qap> + 33]°° — 8.2(x1073)); para posteriormente compararlo con Qexic,
considerandose un resultado positivo si éste era superior. Este estudio no se centrd en la
cuantificacion del porcentaje de FKLC sintetizadas intratecalmente determinadas
mediante Reibergrama (FKLC-1F%); unicamente se evalud si se obtuvo un resultado
positivo 0 negativo para este parametro. Por lo tanto, la sintesis intratecal de FKLC

basada en la formula de Reiber se analizé como una variable cualitativa.
4.- Determinaciones de laboratorio

La cuantificacion de los niveles de albimina, IgG e IgM tanto en suero como en LCR se
Ilevo a cabo mediante nefelometria utilizando los analizadores Immage 800® (Beckman
Coulter, Nyon, Suiza) y BN-II® (Siemens Healthcare, Erlangen, Alemania), segun el

centro de estudio.

Dentro del dispositivo BN-11®, se emplearon los ensayos N Antiserum to Human IgG
(REF#: OSAS15) y N Antiserum to Human Albumin (REF#: OSAL11) para evaluar los
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niveles de 1gG y albumina en LCR y suero, respectivamente. Simultdneamente, los
niveles de IgM en suero se determinaron mediante el ensayo N Antiserum to IgM
(REF#: OSAT15); mientras que en LCR se analizaron utilizando el kit Antiserum to
Human IgG N Latex IgM (REF#: OQACL11). Por otro lado, en el sistema Immage 800®
se utilizaron los ensayos IGG IMMAGE Reagent Kit (REF#: 120989) para IgG; IGM-
LC IMMAGE Reagent (REF#: 121010) para IgM en suero; IGM IMMAGE Reagent
Kit (REF#: 130003) para IgM en LCR y Albumin IMMAGE Reagent Kit (REF#:

121009) para la albimina en ambos fluidos.

Se utilizo el ensayo turbidimeétrico Freelite MxTM Kappa Free (REF#: LK016.M.OPT)
en el instrumento Optilite® (The Binding Site, Birmingham, Reino Unido) para

determinar FKLC libre en suero y LCR.

Las BOCG se analizaron mediante isoelectroenfoque seguido de inmunoblotting
haciendo uso del SAS IgG IEF Kit (REF#: 102100; 102200) (Helena Biosciences
Europe; Queensway; UK). Por otro lado, las BOCM se determinaron mediante los
mismos principios instrumentales de acuerdo con el procedimiento descrito por Villar et
al. (251). Tanto las BOCG como las BOCM se consideraron positivas en caso de
visualizar los patrones 2 0 3 (Figura 6) (104,173,252).

El NfL y GFAP en suero y LCR se analizaron simultaneamente en la plataforma
ultrasensitiva SIMOA, basada en una version digital del ELISA. Se emplearon los test
Simoa Neuro 2-PleB Reagent Kit® (REF#: 103520) en el analizador SIMOA SR-X®
(Quanterix Corporation, Boston, USA). Algunas determinaciones de IcrNfL se
realizaron en el mismo instrumento empleando el Simoa NF-Light v2 Advantage
Reagent Kit® (REF#: 104073).

La CHI3L1 se cuantifico con un test basado en ELISA mediante el ensayo Quantikine®
(REF#: DC3L10) (R&D Systems, Minnesota, USA). La sefial originada por el sustrato
cromogénico en los pocillos se midi6 mediante el fotometro para microplacas
Multiskan™ FC (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Para el calculo de las
concentraciones de las muestras a partir de la sefial y la curva patron se empled el

software MyAssays®.

La cuantificacion de C1q en suero (sC1q) y LCR (lcrClq) se realizd6 mediante ELISA
haciendo uso del Human Complement C1q ELISA Kit® (REF#: ab170246) (Abcam,
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Cambridge, UK); mientras que la presencia de anticuerpos anti-C1q (anti-C1q) en suero
también se valoré con ELISA empleando el ensayo QUANTA Lite Anti-C1q ELISA®
(REF#:704565) (Werfen, Barcelona, Espafa). Salvo la dilucion inicial de la muestra, los
procedimientos para realizar ambas determinaciones se ejecutaron en el dispositivo de

automatizacion DS-2® (Dynex Technologies, Chantilly, USA).

En el caso de los anti-C1q, se considerd un resultado positivo cuando las unidades
especificas del ensayo superaban el valor de 20. Este parametro se determind mediante
el cociente entre la absorbancia a 450 nm de la muestra y la del control positivo,

multiplicado por las unidades de dicho control.

Todos los valores medidos estaban dentro del rango de calibracion. Los coeficientes de
variacion medios intra e inter-ensayo fueron inferiores al 10%. Asimismo, todos los
coeficientes de variacion de las concentraciones de determinaciones duplicadas fueron

inferiores al 20%.
5.- Estudios de imagen

Se realizaron RMN del cerebro y médula espinal en un escaner Philips Archieva de 3
Tesla® (Philips Medical Systems, Best, Paises Bajos) con una bobina estandar para la
cabeza. La RM cerebral incluyd una secuencia axial 3D T1 (tiempo de eco 3 ms; tiempo
de repeticion 8 ms; grosor de corte 1 mm) y una secuencia sagital 3D T2-FLAIR
(tiempo de eco 2.6 ms; tiempo de repeticién 6000 ms; grosor de corte 1.1 mm). La RM
de la ME incluyé una secuencia axial 3D T1 post-gadolinio (tiempo de eco 2.6 ms;
tiempo de repeticién 7.5 ms; grosor de corte 1 mm). EI campo de vision de fase

porcentual fue 100 en todos los casos.

Se determind el nimero (T2NL) y volumen de lesiones (T2VL) en T2, expresado en
mililitros. Se analizaron las imagenes de RMN obtenidas en el estudio con mayor
proximidad al momento de examen del LCR, siempre que no transcurrieran mas de 90

dias antes o después del mencionado momento.

La herramienta utilizada para llevar a cabo la segmentacion y cuantificacion de las
lesiones fue el software Lesion Segmentation Toolbox for Statistical Parametric
Mapping.Todas las imagenes fueron evaluadas y controladas con precision en busca de

errores/artefactos y evaluadas de manera ciega.
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6.- Analisis estadistico

La normalidad de las variables se evalué a traves de la prueba de Shapiro-Wilk. Las
correlaciones fueron analizadas mediante el test de Pearson o la prueba de rango de
Spearman, segun la naturaleza de los datos. Las comparaciones entre dos variables
cuantitativas independientes entre si se realizaron utilizando el T-Test para muestras no
pareadas y la prueba U de Mann-Whitney; en escenarios que involucraron mas de dos
variables independientes entre si, se aplicd la prueba ANOVA o la de Kruskal-Wallis,
seguidas de un andlisis post HOC con correccion de Holm. La eleccion entre estos

contrastes se baso en la distribucion de los datos.

La comparacion entre variables cuantitativas emparejadas se efectué mediante el T-Test
para muestras pareadas o el test de Friedman, segun fuera pertinente. No se presento la
ocasion de realizar comparaciones simultdneas entre mas de dos variables emparejadas.
Por ultimo, las variables cualitativas fueron comparadas mediante la prueba de Chi

Cuadrado.

En todos los contrastes de hipotesis, se establecié un p-valor bilateral de 0.05 como
umbral para establecer la significancia estadistica. Las variables cualitativas se
expresaron mediante recuentos y porcentajes, mientras que las cuantitativas se

describieron con su mediana y rango intercuartilico (IQR, de su acrénimo en inglés).

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el software RStudio (Version 4.2.2),
utilizando diversas librerias para distintos propdsitos. Las pruebas de contraste de
hipotesis se ejecutaron mediante los paquetes basicos de RStudio. Las librerias "tidyr",
"dbplyr" y "dplyr" se emplearon para organizar y reestructurar las bases de datos. La
creacion de graficos basicos se llevd a cabo con las librerias "ggplot2", "ggpubr”,
"ggsignif", “ggdist”, “beeswarm” y "patchwork". Para realizar los analisis Receiver-
Operator (ROC) y calcular los parametros de validez diagndstica de las variables
cuantitativas, se utilizé la libreria "pROC", con el apoyo de “ggplot2” para trazar las
curvas. La evaluacion de la validez diagndstica de las variables cualitativas se
determind haciendo uso de la libreria "epiR". Por otro lado, los correlogramas se
visualizaron mediante el paquete "corrplot”, y la generacion de la matriz de los p-
valores se efectud con "psych”. Para los analisis de supervivencia, se empleo el paquete

"survival”, y las curvas de Kaplan-Meier se elaboraron utilizando las librerias
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"survMisc" y "ggplot2". Finalmente, para las regresiones Cox, el calculo del Hazard
Ratio y su representacion mediante diagramas de bosque, se recurrio al paquete

"survminer".
7.- Metodologia Objetivo 1

Estudio transversal, monocéntrico y retrospectivo en el que se incluyeron muestras de
pacientes de CT, CV y CON. En una primera fase, se realizé un andlisis comparativo de
los valores de FKLCi y Link entre aquellos pacientes con resultados positivos/negativos
para BOCG, Reiber IgG y FKLC-R. Este andlisis se llevd a cabo de manera
independiente para los pEM (CT+CV) y pacientes CON. Ademas se exploraron las
correlaciones entre FKLCIi, IFIgG(%) y Link.

Se llevd a cabo la evaluacion del rendimiento diagnostico de los parametros BOCG,
Link, Reiber 19G, FKLC-R y FKLCi. Para variables cuantitativas (FKLCi y Link), se
analizaron las sensibilidades (S), especificidades (E), valor predictivo positivo (VPP),
valor predictivo negativo (VPN) y precision (A) de distintos puntos de corte mediante
curvas ROC, estableciéndose el punto de corte 6ptimo (PCO) mediante indice de
Youden. Las diferencias entre los valores de AUC de las curvas ROC se examinaron
mediante el test de DelLong.

Para los parametros cualitativos (BOCG, Reiber 1gG y FKLC-R), se calcularon los
parametros de validez diagnoéstica prescindiendo de puntos de corte y curvas ROC. Se
crearon varios algoritmos combinando FKLCi y FKLC-R con los mismos, utilizando
los PCO obtenidos para FKLCi y Link (Tabla 2).
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Tabla 2.- Algoritmos Desarrollados para Evaluar la Sintesis Intratecal de 1gG

Algoritmo Determinaciones a realizar
KR FKLCi y Reiber
KL FKLCi y Tibbling-Link
KK FKLCiy FKLC-R
KO FKLCi y BOCG en caso de resultado negativo
para FKLCi
RO FKLC-R y BOCG en caso de resultado negativo
para FKLC-R.
FKLCi y Reiber. Si ambos son negativos y el
KRO FKLCi es de entre un rango entre 4 y positivo.

Determinar las BOCG.
FKLCi y Tibbling-Link. Si ambos son negativos
KLO y el FKLCi es de entre un rango entre 4 y
positivo. Determinar las BOCG.
FKLCi: Indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; FKLC-R: Sintesis Intratecal de Cadenas Ligeras Kappa
Libres Demostrada Mediante Reibergrama; BOCG: Bandas Oligoclonales IgG; Link: indice de Tibbling-
Link; Reiber: Sintesis Intratecal de 1gG Demostrada Mediante Reibergrama

Se clasificé un resultado como positivo en los algoritmos si al menos uno de los
parametros de SIT-IgG que lo conformaba era positivo. Se evalué su rendimiento
diagndstico de manera analoga a los pardmetros cualitativos. Ademas, se calculé la
reduccion en el porcentaje de uso de BOCG (PRBG):

N2 de determinaciones de BOCG que se hubiesen
realizado segun el algoritmo
N¢ de determinaciones realizadas

PRBG = * 100

El calculo del rendimiento de los pardmetros y algoritmos se llevo a cabo de manera
independiente para CT, CV y los datos combinados de ambas cohortes (CG). En los tres

grupos, se utilizaron los datos de los mismos pacientes de control (CON).
8.- Metodologia Objetivo 2

Estudio transversal, retrospectivo y monoceéntrico en el que se incorporaron Gnicamente
los pacientes de la CT. Mediante el uso de curvas ROC, se seleccionaron puntos de
corte para el indice de IgM y el FKLCi, asegurando una especificidad superior al 89%
en la prediccién de la presencia de BOCM. Posteriormente, se construyeron diversos
modelos con ambos parametros utilizando estos puntos de corte para lograr el mismo
objetivo. La presencia de BOCM se considerd positiva si alguno de los dos parametros
superaba el cut-off preestablecido, habiéndose de realizar su determinacién en caso

contrario.
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De forma similar al procedimiento realizado en el Objetivo 1, para cada modelo, se
llevd a cabo un andlisis retrospectivo para determinar la reduccion potencial en el
numero de determinaciones de BOCM, en caso de clasificarse como positivas de
acuerdo con los modelos creados, incorporando el porcentaje de reduccion su consumo
(PRBM).

Simultdneamente, se desarroll6 otro modelo basado en considerar la presencia de
BOCM en pacientes con un indice Link inferior a 0.65 y FKLCi>10.7 (Modelo E)

(véase Resultados objetivo 1), con su respectivo calculo del PRBM.

N¢ de determinaciones de BOCM que se hubiesen
PREM = evitado mediante el modelo « 100
N2 de determinaciones realizadas

9.- Metodologia Objetivo 3

Estudio bicéntrico, longitudinal y retrospectivo en el que se incluyeron los pacientes de
la CT y la CV y se analizaron de manera conjunta. En ambos centros, los pacientes
fueron sometidos a seguimiento regular, que consistio en visitas programadas cada tres
meses y RMN cerebral anual, siempre y cuando permanecieran asintomaticos, libres de
brotes y/o sensacion de empeoramiento. En caso de tales eventos, se programaron
visitas adicionales para una evaluacion clinica y radiol6gica completa. En cada visita, se
documentaron los niveles de discapacidad EDSS.

Inicialmente, se excluyeron los pacientes que no iniciaron tratamiento después de su
primer evento. Posteriormente, los pEM inscritos fueron estratificados en funcion de si
necesitaron o no cambiar a terapias mas eficaces o cambiar el mecanismo de accion de
sus TME por un fracaso terapéutico (FT) durante el periodo de seguimiento. Este evento
se considerd en caso de recurrencia de brotes, la aparicion de dos o mas lesiones nuevas
en T2 en dos estudios de RMN separados por un afio, o PIRA. El periodo de

seguimiento se extendio desde el momento del analisis del LCR hasta agosto de 2023.

Para los pacientes que no experimentaron FT, se realizdé una documentacion completa
de los TME administrados, junto con una explicacion de la justificacion detras de
cualquier ajuste terapéutico. Estas se encapsularon en efectos adversos, deseo o baja

tolerancia al tratamiento.

-55-



Materiales y Métodos

Los TME administrados se clasificaron como de moderada eficacia (TME-ME):
Interferones, Acetato de Glatiramero, Teriflunomida, Dimetil fumarato y moduladores
del receptor de esfingosina-1-fosfato (Fingolimod). Y alta eficacia (TME-AE):
Cladribina y anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD20 (Ocrelizumab,
Ofatumumab), CD52 (Alemtuzumab) y a4-integrina (Natalizumab).

Adicionalmente, los pEM fueron categorizados en funcién de la presencia o ausencia de
actividad inflamatoria aguda (Al), definida como la presencia de lesiones cerebrales o
espinales realzadas con gadolinio en la RMN, o un brote dentro de una ventana de 90
dias antes o después de la recogida de muestras de LCR y suero. Los brotes se
definieron como la aparicién de un nuevo signo o el empeoramiento de uno previo, con

una duracion de mas de 24 horas en ausencia de fiebre u otro factor de confusion.

Se llevé a cabo un analisis exploratorio inicial, comparando los valores de los
biomarcadores segun las estratificaciones previas. Se construy0 una matriz de
correlaciones y se elabord un correlograma para examinar la relacién entre los diversos
marcadores analizados considerados como variables continuas (Link, IgMi, FKLCI,
SNfL, sGFAP, IcrNfL, IcrGFAP y CHI3L1), asi como con la edad y el EDSS. Para los
marcadores incluidos como variables cualitativas (IgG/IgM BOC y Reiber), se
compararon la edad y el EDSS entre pacientes positivos y negativos.

Para evaluar la capacidad predictiva de los marcadores con respecto al TF, se realizé la
prueba de Log-Rank y se generaron curvas de Kaplan-Meier para visualizar y comparar
las funciones de supervivencia entre los grupos definidos. Los valores cuantitativos se
dicotomizaron en funcidn de si estaban por debajo o por encima del tercer cuartil (Q75).
Los pacientes que abandonaron el tratamiento, fallecieron o cambiaron a otro sistema de
atencion médica fueron sometidos a censura. Paralelamente, se emple6 el mismo
enfoque analitico para diferentes combinaciones de dos marcadores, categorizandolos
segun si cada uno individualmente dio positivo (en el caso de variables cualitativas) o

superd el tercer cuartil (en el caso de variables cuantitativas).

Se calculé la Hazard Ratio (HR) bivariante para la variable significativa en la prueba de
Log-Rank. Para cada parametro/combinacion significativa identificada en el analisis
bivariado, se construyd un modelo de regresion de Cox independiente, ajustando para

posibles factores de confusion como la edad, el género, Al, EDSS, la linea especifica de
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TME administrada, el centro de seguimiento y el tiempo desde el primer evento
desmielinizante hasta el inicio del tratamiento (TEDIT). Se verificd que ninguna de las
variables cuantitativas incluidas en el modelo mostrara colinealidad entre si. Siendo un
criterio de exclusion para el factor de confusion en caso de darse con el biomarcador; en
caso de surgir entre las variables de confusion, se idearon multiples modelos con el

objetivo de separarlas.
10.- Metodologia Objetivo 4

Se llevd a cabo un estudio retrospectivo, transversal y monocéntrico que incluyo a
pacientes de las cohortes CT, CV y CS, asi como muestras de suero de una tercera serie
de pEM provenientes de la Unidad de Neuroinmunologia del Hospital Ramén y Cajal
en Madrid, denominada Cohorte de Validacién 2 (CV2). Dentro del alcance de este
proposito, también se incorporaron individuos de la CON. Estos participantes fueron
divididos en dos grupos segun la naturaleza de su trastorno neurolégico: aquellos con un
trastorno inflamatorio/inmunolégico (ENI, de Enfermedad Neuroldgica Inmunoldgica)
y aquellos cuya patologia no tenia esta naturaleza (ENNI, de Enfermedad Neuroldgica

No Inmunoldgica).

Se realizaron comparaciones de los niveles del sC1q respecto a los grupos de CS, ENIl y
ENNI. Este mismo procedimiento se realizd para los valores de IcrClqg, sin tener en
cuenta a los CS. Simultaneamente, se evaluaron los niveles de sClq y lcrClg en
pacientes con y sin presencia de Al. Estos analisis se realizaron de manera
independiente para cada grupo de pEM (CT, CV y CV2).

Para los pEM, se analizaron las correlaciones entre los niveles de sC1q y lcrClq, asi
como las de ambos parametros con los marcadores de SIT, sNfL, lcrNfL, sGFAP,
IcrGFAP, CHI3L1, T2NL y T2VL. Paralelamente, se evalu6 la asociaciéon sC1q con la
IgG, IgM y FKLC en suero (slgG, slgM y sFKLC), asi como lcrClq con IgG, IgM y
FKLC en LCR (lcrlgG, IcrigM y IcrFKLC).
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Resultados Objetivo 1

Estudio transversal y retrospectivo con el objetivo de evaluar el rendimiento
diagnostico del FKLCi en combinacion con otros parametros para objetivar la SIT 1gG
en dos cohortes de pEM tomando con otras patologias neuroldgicas como controles.
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Resultados Objetivo 1

Se incluyeron un total de 47 CON y 145 pEM, de los cuales 100 pertenecian a la TC y
45 a la VC. Dentro de la CT, 94 individuos tenian EMRR y 6 CIS; mientras que todos
los miembros de la CV eran EMRR.

Los sindromes presentados por los pacientes de la CON fueron: mielopatia (n=6),
neuritis dptica no debida a la EM (n=2), encefalitis autoinmune (n=2), hemorragia
subaracnoidea (n=1), hematoma cerebral y espasticidad (n=1), cefalea (n=1),
leucoencefalopatia por VIH (n=1), leucoencefalopatia multifocal progresiva con uveitis
(n=1), accidente cerebrovascular (n=2), polirradiculopatia (n=2), edema pupilar bilateral
(n=1), sintomas sensitivos (n=2), COVID (n=1), nefropatia (n=2), enfermedad de
Parkinson (n=1), lesion cerebral (n=1), adrenoleucodistrofia (n=1), enfermedad de
Devic (n=1), trastorno bipolar (n=1), paresia pares craneales (n=1), espasticidad
tetraparésica (n=1), vasculitis SNC (n=1), sindrome de Pelizaeus-Merzbacher (n=1),
hipertensién intracraneal de etiologia no filiada (n=2), fibromialgia (n=1), fibromialgia
con fendmeno de Raynaud (n=1), ataxia espino-cerebelosa/Parkinsonismo (n=1),
queratitis herpética (n=1), enfermedad de Whipple (n=1), neuropatia periférica (n=2),
paraplejia espastica familiar (n=1), neuropatia funcional + VIH + pUrpura
trombocitopénica inmune (n=1), sindrome del tunel carpiano (n=1), migrafia + lesiones

desmielinizantes (n=1).

Ninguna de las variables cuantitativas mostrd una distribucion normal (p<0.0001). No
se hallaron diferencias significativas en los valores de FKLCi entre CT y CV. La EDSS
al inicio de la enfermedad fue significativamente superior en la CV (p=0.035), de igual
modo que el tiempo transcurrido desde el primer brote en semanas (p<0.0001). En la

Tabla 3 figuran todos los datos demograficos y clinicos de los pacientes enrolados.
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Tabla 3.- Datos Clinicos y Demograficos de los Pacientes Incluidos en el Objetivo 1.

CG cT oV CON
(n=192) (n=147) (n=92) (n=47)
Sexo (H/M)  67(35%)/125(65%)  24(24%)/76(76%)  14(30%)/31(70%) 29(622//‘;))/ 18(38
Edad 38(18) 35(18) 36(17) 46(17.5)
EDSS 2(1.5) 2(15) 2(15) i
TDPB
o) 9(15.5) 7(11) 16(48) :
EMRR/CIS 139(96%)/6(4%)  94(94 %)/6(6%) 45 (100%) i
BOCG(+)  114(59%)/78(41%)  78(TA%)27(26%)  35(78%)/10(22%)  4(9%)/43(91%)
Reiber(+-)  93(48%)/99(520)  57(57%)I43(43%)  35(78%)I10(22%)  1(2%)/46(98%)
FKLC-R(+-)  140(73%)/52(27%)  87(8T%)13(13%)  43(96%)/2(4%) 10(212//‘;))/ 37(79
FKLCi 22(88) 39(110) 62(118) 2(3)
Tibbling-Link 0.67(0.51) 0.72(0.61) 0.84(0.61) 0.48(0.15)

TDPB: Tiempo Transcurrido Desde el Primer Brote; BOCG: Bandas Oligoclonales 1gG; Reiber: Sintesis
Intratecal de 1gG Demostrada Mediante Reibergrama; FKLC-R: Sintesis Intratecal de Cadenas Ligeras
Kappa Libres Demostrada Mediante Reibergrama; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres;
Link: indice de Tibbling-Link. Las variables se muestran en el siguiente orden: mediana (rango
intercuartilico) para las cuantitativas y nimero (porcentaje) para las cualitativas.

Tanto los valores de FKLCi como de Link fueron significativamente méas altos en los
pPEM (p<0.0001).

Dentro de los pacientes con EM, los valores de FKLCi y Link fueron ain mas altos en
aquellos con BOCG (Figura 10A y 10B, respectivamente). Se identificé el mismo
patron en Reiber 1gG (Figura 10C y 10D) y FKLC-R (Figura 10E y 10F). Dado el bajo
namero de pacientes del grupo CON con Reiber IgG (n=1), BOCG (n=4) y FKLC-R

(n=10), no se realiz6 el analisis comparativo previo en este grupo.
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Figura 10.- Comparacion de pardmetros de SIT entre casos y controles.

FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; BOCG: Bandas Oligoclonales 1gG; Reiber: Sintesis
Intratecal de 19G Demostrada Mediante Reibergrama; Link: indice de Tibbling -Link; 1gIF%: Fraccion de
IgG Sintetizada Intratecalmente Cuantificada Mediante Reibergrama; FKLC-R: Sintesis Intratecal de
Cadenas Ligeras Kappa Libres Demostrada Mediante Reibergrama

*: p<0.001; ***: p<0.0001

Los valores de Link, FKLCi e IgIF% mostraron fuertes correlaciones (Figura 11A, 11B
y 11C). La més alta se observo entre Link y Reiber (rho=0.9; p<0,001) (Figura 11C).
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Figura 11.- Correlacion entre las variables cuantitativas predictoras de SIT.

FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; Link: indice de Tibbling-Link; IgIF%: Fraccion de
IgG Sintetizada Intratecalmente Cuantificada Mediante Reibergrama;

Los VPP y el VPN se calcularon en funcion de la prevalencia de casos en nuestra
muestra: 75% (IC: 69%-82%) para CG, 68% (IC: 60%-76%) para CT y 49% para CV
(IC: 39%-60%).

Las curvas ROC para Link y FKLCi se presentan en la Figura 12. Los puntos de corte
Optimos para FKLCi oscilaron entre 10 y 11 en los tres grupos. Como se anticipaba,
FKLCi demostré una mayor efectividad en la prediccion de SIT (S=83%, E=96%) en
comparacion con Link (S=75%, E=91%). El PCO para FKLCi en la CG se determiné en
10,7, mientras que para Link, fue de 0,63 (Tabla 4). No se hallaron diferencias
significativas entre las curvas ROC para los marcadores de Link y FKLCi entre la VC y
la TC (Figura 12).

En la CG, un valor de corte de 6,2 para FKLCi resulté en una sensibilidad del 89%,

especificidad del 79% y precision del 86%.
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Tabla 4.- Rendimiento Diagnostico del FKLCi y el Indice de Tibbling-Tibbling-Link.

CT CV CG
FKLCi
PCO 10.9 10.2 10.7
AUC 0.95 0.88 0.9
IC 0.83-0.94 0.90-1 0.87-0.95
S (%) 80 91 83
E (%) 94 96 96
VPP (%) 91 97 98
VPN (%) 69 93 64
A (%) 85 92 86
Link
PCO 0.63 0.6 0.63
AUC 0.85 0.9 0.85
IC 0.8-0.91 0.8-0.91 0.8-0.91
S (%) 60 (50-70) 76 (61-87) 65 (57-73)
E (%) 87 (74-95) 87 (74-95) 91 (74-95)
VPP (%) 91 (81-96) 85 (71-94) 94 (87-97)
VPN (%) 50(39-62) 81(65-90) 44 (34-55)
A (%) 69 (61-76) 82 (72-89) 70 (63-77)

CT: Cohorte de Trabajo; CV: Cohorte de Validacion; CG: Cohorte General; FKLCi: indice de Cadenas
Ligeras Kappa Libres; Link: indice de Tibbling-Link. PCO: Punto de Corte Optimo; AUC: Area Bajo la
Curva; S: Sensibilidad; E: Especificidad; VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo
Negativo; A: Precision
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Figura 12.- Curvas ROC Para el Indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres(A) e Indice de
Tibbling-Link (B).
CG: Cohorte General; CT: Cohorte de Trabajo; CV: Cohorte de Validacion
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En los tres grupos examinados, FKLCi (Tabla 4) mostré un rendimiento superior en
comparacion con BOCG (Tabla 5). En la CG, FKLCi demostré una S del 83% y una
eficiencia E del 96%, mientras que BOCG mostré una S del 75% y una E del 91%.

Con respecto a los algoritmos, KK y RO mostraron la mayor S con un 90% y redujeron
eficazmente el consumo de PRBG, con una reduccion del 100% en el caso de KK y del
74% RO. Los algoritmos que incorporaron valores de Link tuvieron una precision
diagnostica mas baja, con KL un 83% y KLO un 84%. KRO y FO demostraron
capacidades comparables y elevadas para predecir EM. Alcanzando KRO una S del
89%, una E del 89% y una A del 89%; mientras que FO mostr6 una S del 88%, una E
del 91% y una A del 89%. Sin embargo, KRO presenté mayor capacidad para mejorar
PRBG (91%) en comparacion con FO (64%) (Tabla 5).

La Figura 13 representa un diagrama de flujo del algoritmo KRO junto al nimero de

pEM de la CG que fueron capturados con cada pardmetro.
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Tabla 5.- Rendimiento Diagnostico de los Parametros Cualitativos y los Algoritmos Junto

Al Porcentaje de Reduccion de Consumo de Bandas Oligoclonales IgG.

Ensayo S (%) E(%) VPP(%) VPN(%) A(%) PRBG (%)
BOCG 75(65-83) 91(80-97) 95 (88-99) 61 (50-74) 80 (73-86) -
Reiber 55 (45-65) 98 (89-99) 98 (91-99) 49 (39-60) 68 (61-76) -
FKLC-R 87 (71-93) 79 (64-89) 89 (81-95) 74 (60-85) 84 (77-89) -
KR  80(71-87) 94(82-99) 96 (90-99) 69 (60-80) 84 (77-90) 100
KK  88(80-94) 77(62-88) 89 (81-94) 75 (60-86) 84 (77-90) 100
T RO 88(80-94) 77(62-88) 89 (81-94) 75 (60-86) 84 (77-90) 66
KL  80(71-87) 87(74-95) 93(86-97) 67 (54-79) 82 (75-88) 100
KO  86(78-92) 91(80-98) 95 (89-99) 75 (62-86) 88 (81-93) 66
KRO  88(79-93) 89 (77-96) 95 (88-98) 78 (63-87) 89 (81-93) 89
KLO  86(78-92) 74(59-86) 88(80-93) 71(56-83) 82 (75-88) 89
BOCG 76 (61-87) 91(80-97) 90 (76-97) 80 (65-89) 84 (75-90) -
Reiber 76 (61-87) 98 (89-99) 97 (77-99) 81 (61-90) 87 (71-93) -
FKLC-R 95 (84-99) 79 (64-89) 81 (68-90) 95 (83-99) 87 (78-93) -
KR  93(82-98) 94 (82-99) 93(82-99) 94 (82-99) 93 (86-98) 100
oy KK 96(85-99) 77(62:83) B80(66-89) 95(82:99) 86(77-92) 100
RO  96(85-99) 77(62-88) 80(66-89) 95(82-99) 86(77-92) 57
KL  91(79-97) 87 (74-95) 87 (74-95) 91 (79-97) 89 (80-94) 100
KO  93(81-98) 91(80-98) 91(79-97) 93 (82-98) 92(85-97) 45
KRO  93(81-98) 89 (77-96) 89 (77-96) 93 (81-98) 91 (84-96) 88
KLO  91(79-97) 74 (59-86) 77 (64-88) 90 (76-97) 83 (73-90) 88
BOCG 75 (67-81) 91(80-97) 97 (91-99) 53 (42-64) 79 (72-84) -
Reiber  61(52-69) 98 (89-99) 99 (94-99) 43 (34-53) 70 (63-76) -
FKLC-R 88(82-93) 79 (64-89) 93 (87-96) 69 (56-81) 86 (81-91) -
KR  84(77-90) 94 (82-99) 98 (93-99) 66 (53-77) 86 (80-91) 100
ce KK 90(84.95) 77(62:88) 92(86-96) 72(57-84) 87 (81-91) 100
RO  90(84-95) 77(62-88) 92 (86-96) 72 (57-84) 87 (81-91) 74
KL  83(76-89) 87 (74-95) 94 (88-97) 62 (49-74) 83 (77-88) 100
KO  88(81-92) 91(80-98) 97(92-99) 70 (57-81) 89 (83-93) 64
KRO  89(83-93) 89 (77-96) 96 (92-99) 72 (59-83) 89 (83-93) 90
KLO  88(81-92) 74(59-86) 91(85-95) 66 (51-78) 84 (79-89) 90

CT: Cohorte de Trabajo; CV: Cohorte de Validacion; CG: Cohorte General; FKLCi: Indice de Cadenas
Ligeras Kappa Libres; BOCG: Bandas Oligoclonales 1gG; AUC: Area Bajo la Curva; S: Sensibilidad; E:
Especificidad; VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo; A: Precision; PRBG:
Porcentage de Reduccion del Consumo de BOCG.
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pEM
(n=145)
FKLCi>10,7 FKLCi<10,7
(n=120) (n=25)
Reiber I1gG + Reiber IgG—
(n=3) (n=22)
FRLCI>4 & FKLCi<4
FKLCi<10,7 =
(n=12)
(n=10)
BOCG + BOCG —
(n=6) (n=4)

Figura 13.- Diagrama de Flujo del Algoritmo KRO.

pEM: Pacientes con Diagnostico de EM; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; Reiber 19G:
Sintesis intratecal de 19gG Evidenciada Mediante Reibergrama; BOCG: Bandas Oligoclonales 1gG
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Resultados Objetivo 2

Estudio transversal y restrospectivo con el objetivo de evaluar el rendimiento del
FKLCIi, asi como del IgMi para la predecir la aparicion de BOCM; reduciendo, de este
modo, la necesidad de su consumo.
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Resultados Objetivo 2

Un total de 97 pacientes fueron enrolados, 24 (25%) eran hombres y 73 eran mujeres

(75%). 54 pacientes (56%) obtuvieron un resultado positivo para BOCM. Ninguna de

las variables siguié una distribucion normal (p<0.0001). IgMi mostrd una correlacion
significativa con Link y FKLCi (Figura 13A y 13B). ElI FKLCi, IgMi y Link de los
pacientes con presencia de BOCM fueron significativamente superiores (Figura 14C,
14D y 14E). Las curvas ROC para IgMi y FKLCi en la prediccion de BOCM mostraron
un AUC de 0.71 (IC: 0.61-0.82) y 0.64 (IC: 0.53-0.75) respectivamente. No se halld

diferencia entre ellas (Figura 13F).
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*"1 =05 p<0001 . 201 5 =041, p<0.001
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£ 2 i < 400 i :
11 | 200 :
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BOCM- BOCM+ BOCM- BOCM+
E F
2.0 p=0.0003 M
1.51 B%D..%
s . 3 IgMi
= l . T . — g
1.0 = 050
=) . 2 — FKLCi
0.5 o028
: ,—I—‘ n
0.0 ' : : 0.00
BOCM- BOCM+ 1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
Especificidad(%)
Figura 14.- Andlisis Grafico de los Resultados del Objetivo 2.
IgMi: indice de IgM; Link: indice de Tibbling-Link; FKLCi: indice de Cadena Ligera Kappa Libres;
BOCM: Bandas Oligoclonales de IgM.
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Los modelos generados, junto con sus pardmetros de rendimiento diagnostico se
presentan en la Tabla 1. EI Modelo A logré el PRBM mas alto (36%) (E=86%;
VPP=86%); mientras que el Modelo C logré una mayor E y VPP (90% y 88%
respectivamente) a expensas de un PRBM ligeramente menor (33%). De los 58
pacientes con BOCM+, 32 fueron detectables utilizando el Modelo C. EI Modelo E
exhibio la especificidad y VPP mas bajas (Tabla 6).

Tabla 6 Especificidad, Sensibilidad, VPP, VPN y PRBM para Varios Puntos de Corte de
IgMi, FKLCi y los Modelos Para Predecir BOCM.

Cutt-Off E (%) S (%) VPP (%) VPN (%) PRBM (%)

IgMi 0,2 93(81-99)  42(29-56)  88(70-98)  55(43-67) 27%
IgMi 03 93(81-99) 27 (16-41) 83 (59-96) 49 (38-61) 19%
FKLCi 200 88 (74-96) 20 (10-33) 69 (41-89) 46 (35-57) 16%
FKLCi 250 93(81-99)  18(9-31) 77 (46-95) 46 (35-58) 13%
Modelo A - 86(71-95)  53(39-66)  83(66-93)  58(45-70) 36%
Modelo B - 90(77-97)  38(25-52)  84(64-95)  53(41-65) 26%
Modelo C - 90(77-97)  51(37-65)  88(71-96)  54(41-72) 33%
Modelo D - 86 (71-95) 40 (27-54) 79 (59-92) 70 (55-90) 28%
Modelo E - 76(61-88)  15(7-27)  44(22-69)  41(30-53) 19%

Los cut-off para IgMi y FKLCi en los diferentes modelos fueron los siguientes: Modelo A: 0.2/200;
Modelo B: 0.3/250; Modelo C: 0.2/250; Modelo D: 0.3/200. IgMi: indice de IgM; FKLCi: indice de
Cadenas Ligeras Kappa Libres; E: Especificidad; S: Sensibilidad; VVPP: Valor Predictivo Positivo; VPN:
Valor Predictivo Negativo; PRBM: Porcentaje de reduccion en el consumo de BOCM.

Tal y como se muestra en la Figura 15, 28 (88%) de las 32 BOCM evitables de acuerdo
con el Modelo C fueron positivas. En este algoritmo, el componente IgMi desempefio
un papel mayoritario en la prediccién. De los 32 casos considerados como positivos, 19
(59%) de ellos fueron identificados exclusivamente debido a valores elevados en IgMi.
En seis casos (19%) tanto el IgMi como el FKLCi sobrepasaron los puntos de cortes
establecidos; mientras que los siete restantes (22%) se detectaron Unicamente por el
FKLCi (Figura 15).

La Figura 16 representa un mapa de procesos resultante de fusionar el algoritmo KRO
del Objetivo 1 con el Modelo C. No se considerd necesaria el estudio de SIT-IgM en

pacientes con SIT-IgG negativa.
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Resultados Objetivo 2

IgMi>0,2
(n=19)
BOCM+
(n=28)
FKLCi>250 B
=7
JEM il BOCM-
(n=97) . (n=4)
FKLCi>250 &
IgMi>0,2
(n=6)
N BOCM+
FKLCi<250& | _» (n=27)
1gMi<0,2
(n=65) \
BOCM-
(n=38)

Figura 15.- Desglose de Resultados de Variables Implicadas en el Modelo C.

IgMi: indice de IgM; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; BOCM: Bandas Oligoclonales
IgM.
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FKLCi <250
IgMi >0,

FKLCi > 250 Considerar
eMi<02 | [| BOCM+
FKLCi> 250
IgMi<0,2

Sospecha EM | =— .

FKLCi <250 — Realizar
SiBOCG* IgMi<0,2 BOCM
. FKLG N
' 186 FKLCi=4-10,7
gV L Realizar
BOCG
Reiber 1gG - $1BOCG-

Pruebas
complementarias

Reiber 146 -

Figura 16.- Integracion del Algoritmo KRO y Modelo C Para Optimizar el Consumo de
Bandas Oligoclonales.

Reiber 1gG: Reibergrama para IgG; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; IgMi: indice de
IgM; BOCG: Bandas Oligoclonales IgG; BOCM: Bandas Oligoclonales IgM.

-75-




Resultados Objetivo 3

Estudio bicéntrico, longitudinal y retrospectivo con el objetivo de comparar el
potencial rol pronéstico de distintos marcadores en suero y LCR asi como su

combinacion.
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Resultados Objetivo 3

Inicialmente, se inscribié a una cohorte de 148 pEM, incluidos 103 pacientes de
Valéncia y 45 de Girona. Antes del analisis estadistico, se excluyeron diez pacientes
(siete por presentar un Sindrome Aislado Clinicamente y tres por optar por no iniciar el
tratamiento). La investigacion finalmente comprendid un total de 138 pEM. Durante un
tiempo medio de cuatro afos (IQR: 3.3), 39 pacientes (27.5%) manifestaron una
transformacion a peor (TF). La Tabla 1 describe las caracteristicas clinicas y

demogréficas de los pacientes, junto con las razones especificas de la FT.

La mayoria de las FT (n=36) ocurrieron durante el tratamiento inicial, con solo tres
eventos ocurriendo en pacientes que cambiaron a un segundo régimen de tratamiento

debido a efectos secundarios (n=2) o intencion de embarazo (n=1).

Cinco pacientes, cuyo tratamiento habia sido ajustado previamente debido a una FT,
experimentaron una recurrencia de tales eventos a pesar de hacer la transicion a una
segunda terapia. Entre ellos, dos estaban en un tratamiento de primera linea, mientras
que los tres restantes estaban recibiendo un TME-AE. Ninguno de los pacientes

demostro una FT al tercer tratamiento.

La tasa de FT como resultado de la primera opcion de tratamiento fue del 50% para los
TME-ME, y disminuy6 al 21% para el TME-AE (Tabla 7).
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Tabla 7.- Perfiles Clinicos y Demograficos de los Pacientes, Incluyendo Detalles sobre los

Cursos de Tratamiento y Razones de Modificaciones y Pérdida del Estatus NEDA3.

Sexo(H/M) 35(25%) 102(75%)
Edad(afios) 35(17)
Centro (V/G) 103 (70%) 45 (30%)
EDSSi 2(1.5)
EDSSf 2(1.5)
Seg(t:ﬁrglst;nto 4(3.3)
TE (afios) 4,6(3.2)
(5-2512?1'25) 9(16)
TSPL (semanas) 10(18)
TPIT (semanas) 9(8)
(s,TeIFrleal\:aF;) 3(6)
(s-grasrgs) 21(19)
Al (Si/No) 104(77%) 34(23%)
Razones de Modificacion de Tratamiento
FT 39(50%)
Gegai(s:?c())nal 8(11%)
Efecto adverso 20(29%)
Intolerancia 4(6%)
Otros 3(4%)
Tratamiento
No FT FT
TME-ME 64 (47%) 32(23%)
TME-AE 34(25%) 7 (5%)
Motivo de FT
Brote 20 (51%)
AT2>2 5 (13%)
PIRA 3 (T%)

Brotes + AT2>2 10 (26%)
AT2>2 + PIRA 1 (3%)

H: Hombre; M: Mujer; V: Valéncia; G: Girona; EDSSi: EDSS al Inicio del Periodo de Seguimiento;
EDSSf: EDSS al Final de Periodo de Seguimiento; TE: Tiempo de Evolucion; TRMN: Tiempo desde
Primer Evento Desmielinizante Hasta Estudio de Imagen; TSPL: Tiempo desde el Evento
Desmielinizante Inicial hasta la Puncién Lumbar. TPIT: Tiempo desde la Puncion hasta el Inicio del
Tratamiento; TLPMR: Diferencia de Tiempo Entre Puncién Lumbar y Estudio de Imagen; TDETI:
Tiempo Desde Primer Evento Desmielinizante Hasta Instauracion del Tratamiento; Al: Actividad
Inflamatoria Aguda; FT: Fracaso Terapéutico; TME-ME: Tratamiento Modificador de la Enfermedad de
Moderada Eficacia; TME-AE: Tratamiento Modificador de la Enfermedad de Alta Eficacia; AT2>2:
Aparicion de Dos o Mas Nuevas Lesiones en T2; PIRA: Progresion de la Discapacidad Independiente de
Brote.
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Resultados Objetivo 3

Analisis exploratorio

Ninguna de las variables cuantitativas se ajustd a una distribucion normal (p<0.0001).
Se observd una correlacion robusta y estadisticamente significativa entre los
biomarcadores cuantitativos de SIT. Se identificd una correlacion pronunciada entre
NfL, GFAP en suero y LCR, y CHI3L1 (Figura 1). La EDSS mostr6 correlaciones
significativas con la edad, SNfL, lcrNfL, SGFAP, IcrGFAP y CHI3L1. Por el contrario,
la edad se correlacion6 con sGFAP, IcrGFAP y CHI3L1 (Figura 17).

. ~ @,
S - & & & g & %
v & & ~ X & 4 Z
F & & & & & & & ¢ &

Edad * *

0.8

0.6

- 04

CHI3L1

* *kk

*kk

*kk *%k%

lcrGFAP

Figura 17.- Correlograma de los Biomarcadores Cuantitativas Incluidas en el Objetivo 3,
Edad y EDSS.

Link: indice de Tibbling-Link; IgMi: indice de IgM; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres;
sNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Suero; sGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial en Suero;
CHI3L1: Quitinasa-3 Like-1; lcrNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Liquido Cefalorraquideo;
IcrGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial en Liquido Cefalorraquideo.
***: p<0.001; **: p<0.01, * p<0.05
Los coeficientes rho de Spearman se representan mediante el gradiente de colores.
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No se observaron diferencias entre la edad y EDSS en pacientes BOC o Reiber 1gG y/o
IgM positivos. La prueba de chi-cuadrado no reveld variaciones significativas en estas
variables cualitativas al comparar las categorizaciones de FT y Al. sNfL y lcrNfL
fueron significativamente mas altos en pEM con Al en comparacion con pacientes sin
Al (p=0.024 y p=0.03, respectivamente). EI FKLCi basal demostr6 un aumento
estadisticamente significativo en pEM que presentaron FT (p=0.008) (Figura 18C);
mientras que los niveles de sGFAP fueron méas bajos en estos pacientes (p=0.04)
(Figura 18F).
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Figura 18.- Andlisis Comparativo de Biomarcadores de pEM que Presentaron o no FT.

FT: Fracaso Terapéutica; Link: Indice de Tibbling-Link (A), IgMi: indice de IgM (B); FKLCi: indice de
Cadenas Ligeras Kappa Libres (C); sNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Suero (D); lcrNFL:
Cadena Ligera de Neurofilamento en Liquido Cefalorraquideo (E); SGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial
en Suero (F); IcrGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial en Liquido Cefalorraquideo (G); CHI3L1:
Quitinasa-3 Similar a la Proteina 1 (H).
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Analisis de supervivencia

Durante el periodo de estudio, dos pacientes fueron censurados debido al abandono del
tratamiento, uno debido a mortalidad y otro debido a un cambio en el sistema de
atencion médica. Los tres pacientes que evolucionaron a fenotipos progresivos
secundarios experimentaron un brotes previo, lo que llevé a su censura. La duracion de
seguimiento mas corta del paciente fue de 1.2 afios, mientras que la duracion mas larga

fue de 8.56 afos.

Analisis bivariante

Con respecto al examen de biomarcadores, solo FKLCi mostr6 una asociacion
significativa con FT (Figura 19A) (Log-Rank p=0.004; HR=2.5 (IC: 1.2-4.6)). La Tabla
8 proporciona el recuento de observaciones para cada biomarcador, junto con sus
valores Q75 correspondientes y los resultados del analisis bivariante. Para las
combinaciones, solo se observo significancia en el caso de FKLCi combinado con sNfL
(Log-Rank p=0.04; HR=2 (IC: 1.1-3.9)) (Figura 19B). La Tabla 9 delinea estas
combinaciones, incluidos los recuentos de pacientes respectivos y los resultados de la
prueba de Log-Rank. Las Figuras 20 y 21 ilustran las curvas de Kaplan-Meier de
parametros no significativos en el analisis de los biomarcadores y sus respectivas

combinaciones, respectivamente.

A B
strata =+ FKLCi<130 = FKLCi>130 strata -+ FKLCi<Q3 & sNfL<Q3 + FKLCi>Q3 o sNfL>Q3

=}

Probabilidad de FT(%)

Probabilidad de FT(%)

p=0.004 p=0.04

T T T T T T T
300 400 0 100 200 300 400

100 200
Tiempo(Semanas)

Tiempo(zéliemanas)
Figura 19.- Curvas de Kaplan-Meyer para las Variables Significativas en la Prediccion de

FT.

FT: Fracaso Terapéutico; FKLCi: Indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; SNFL: Cadena Ligera de
Neurofilamento en Suero; Q3: Tercer Cuartil
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Tabla 8.- Andlisis Descriptivo, Comparativo y de Supervivencia Bivariante de los
Marcadores Estudiados, Junto con el VValor Correspondiente al Tercer Cuartil (Q75) y el
Numero de Observaciones que lo Exceden (Q75 (n)).

Q75 Q75 (n) Log-Rank p-valor

BOCG (+/-) (n=137)  107(78%)/30(21%) - - 0.4
BOCM (+/-) (n=95) 55(57%)/40(42%) - - 0.5
Reiber 1gG (+/-) (n=136)  88(65%)/48(35%) - - 0.3
Reiber IgM (+/-) (n=136)  39(29%)/97(71%) 1
Link (n=136) 0.75 (0,62) 1,19 35 0.4
IgMi (n=136) 0.09 (0,14) 019 35 0.5
FKLCi (n=132) 45 (114) 130 33 0.008
sNFL (pg/mL) (n=133) 16 (15) 25 33 0.5
SGFAP (pg /mL) (n=133) 102 (81) 163 33 0.3
lcrNfL (ng /mL)(n=136) 829 (1296) 1740 36 0.2
IcrGFAP (ng /mL)(n=103) 2004 (1983) 3208 27 0.4
CHI3L1(ng /mL)(n=137) 130 (95) 186 38 0.7

El nimero desigual de observaciones para cada biomarcador surge de un volumen de muestra
insuficiente en ciertas instancias. BOCG: Bandas Oligoclonales de 1gG; BOCM: Bandas Oligoclonales
de 1gM; Reiber 1gG: Reibergrama para IgG; Reiber IgM: Reibergrama para IgM; Link: indice de
Tibbling-Link 1gG, IgMi: indice de IgM; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; sNFL:
Cadena Ligera de Neurofilamento en Suero; IcrNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Liquido
Cefalorraquideo; sGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial en Suero; IcrGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial
en Liquido Cefalorraquideo; CHI3L1: Quitinasa-3 Similar a la Proteina 1.
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Figura 20.- Curvas de Kaplan Meier de los Biomarcadores que no Mostraron Significancia en el Anélisis Bivariante.
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BOCG: Bandas Oligoclonales de IgG; BOCM: Bandas Oligoclonales de IgM; Reiber 1gG: Reibergrama para 1gG; Reiber IgM: Reibergrama para IgM; Link: Indice de Tibbling-Link; IgMi:
indice de IgM; sNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Suero; lcrNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Liquido Cefalorraquideo; sGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial en Suero;
IcrGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial en Liquido Cefalorraquideo; CHI3L1: Quitinasa-3 Similar a la Proteina 1.
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Tabla 9.- Combinaciones de Biomarcadores Examinadas, Junto con los Resultados del

Andlisis Bivariante y el Namero de Pacientes que las Presentan (n).

Combinacion Log Rank p- n
valor

BOCM SNfL 0.4 63(66%) *
BOCM SGFAP 0.3 60(63%) *
BOCM CHI3L1 0.7 60(63%) *
Reiber IgM SNfL 0.7 63 (48%)
Reiber IgM SGFAP 0.7 64 (48%)
Reiber IgM CHI3L1 0.7 64 (48%)
FKLCi SNfL 0.04 58 (45%)
FKLCi SGFAP 0.07 59 (44%)
FKLCi CHI3L1 0.07 60 (45%)
CHI3L1 SNfL 0.5 59 (44%)
CHI3L1 sGFAP 0.3 50 (38%)
SNfL SGFAP 0.3 53 (40%)

Los pacientes fueron divididos en dos grupos en funcién de si alguno de los dos parametros resultaba
positivo (para variables cualitativas) o excedia el tercer cuartil (para variables cuantitativas). *Téngase en
cuanta que los datos de BOCM de los pacientes procedentes de la CT no estuvieron disponibles. BOCM:
Bandas Oligoclonales de IgM; Reiber IgM: Reibergrama para IgM; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras
Kappa Libres; SNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Suero; SGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial
en Suero; CHI3L1: Quitinasa-3 Similar a la Proteina 1.
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Figura 21.- Curvas de Kaplan Meyer de las Combinaciones de Biomarcadores que no Mostraron Significancia en el Anélisis Bivariante.

Strata =+ BOCM- & sNfL<Q3 =+ BOCM+ o sNfL>Q3

D

Strata =+ Reiber IgM- & SNfL<Q3 =~ Reiber IgM+ o sNL>Q3

G

Strata =+ FKLCi<Q3 & SGFAP<Q3 =+ FKLCi>Q3 0 SGFAP>Q3

J

Strata =+ sNfL<Q3 & CHI3L1<Q3 =+ sNfL>Q3 o CHI3L1>Q3

Strata =+ BOCM- & sGFAP<Q3 =+ BOCM+ 0 sGFAP>Q3

Strata =+ Reiber IgM- & sNfL<Q3 =+ Reiber IgM+ 0 SGFAP>Q3

Strata =+ FKLCi<Q3 & sGFAP<Q3 =+ FKLCi>Q3 o CHI3L1>Q3

J 1.00 1.00 1.00
2 M 9 3
= = =4
; o I o7s e
1 o rrmr o o
1 © © ©
goso B 050 B oso
hed P} 5
2 2 2
0.25 0254 0.254
p=05 $ p=08 8 p=0.1 8 p=04
o o o
0.00 0.004 0.004
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas)
E H K

Strata =+~ SGFAP<Q3 & CHI3L1<Q3 =+ sGFAP>Q3 o CHI3L1>Q3

1.00 1.004 1.00
Lo + Iz 0754 It o5
[ () o o
i © © ©
B os0 goso B 0504
2 2 2
2 2 2
0.25 0254 025
p=08 € p=07 8 p=0.1 8 p=0.2
[ [ [
0.00 0.00 0.00
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas)
F |
Strata =~ BOCM- & CHI3L1<Q3 =+~ BOCM+ 0 CHI3L1>Q3 Strata =+~ Reiber IgM- & CHI3L1<Q3 =+ Reiber IgM+ o CHI3L1>Q3 Strata =+ sNfi<Q3 & SGFAP<Q3 =+ sNfl>Q3 0 SGFAP>Q3 BOCM B .
: Bandas Oligoclonales de
1.00 1.00

| D

e

o Lo
ittt | o °
hel © ]
T oso B 0s0
] =
8 2
025 025
- Qo - o -
p=08 o p=07 o p=0.2
o o
0.00 0.00
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas) Tiempo(Semanas)

-86-

IgM; Reiber IgM: Reibergrama para
IgM; FKLCi: Indice de Cadenas
Ligeras Kappa Libres; sNFL: Cadena
Ligera de Neurofilamento en Suero;
SGFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial
en Suero; CHI3L1: Quitinasa-3
Similar a la Proteina 1; Q3: Tercer
Cuartil
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Analisis multivariante

Dada la observada colinealidad entre EDSS y edad, se construyeron dos modelos
multivariados con FKLCi, uno para cada variable, junto con sexo, Al, TME, centro de
estudio y TDETI. EI Modelo A incorporé la edad, mientras que el Modelo B incorpor6
EDSS. Ambos corroboraron los hallazgos del analisis bivariado; en el Modelo A, la HR
para FKLCi fue de 2.69 (IC: 1.35-5.37; p=0.005) (Figura 22), mientras que en el
Modelo B fue de 2.67 (IC: 1.32-5.4; p=0.006) (Figura 23). La edad emergié como un
factor protector débil (HR: 0.97; IC: 0.93-1; p=0.043) (Figura 22).

Debido a la correlacion observada entre sNfL, edad y EDSS (Figura 1), estas variables
de confusion fueron excluidas de los modelos que incorporaron SNfL ya sea
individualmente o en combinacion. En el modelo que examino el algoritmo combinando
sNfL y FKLCi, mostr6 un potencial ligeramente mayor (HR: 3.11; IC: 1.5-6.5; p=0.002)
(Figura 24) en comparacion con el uso de FKLCi en solitario. Sin embargo, cuando se
analizaron de forma independiente, solo el FKLCi demostrd significancia estadistica
(HR: 3.04; IC: 1.51-6.1; p=0.002) (Figura 25). En todos los modelos generados el
tratamiento con TME-ME se identific6 como un factor de riesgo (Figura 22, Figura 23,

Figura 24 y Figura 25).
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Hazard ratio

= 0.97
Edad (N=137) (0.93-1.0)
Sexo l(-;\?g?%e reference
Mujer 1.91 A i
(N4103) (0.73-5.0) : L
Al ?;?:32) reference ]
Si 1.18 | :
(N=105) (0.48 - 2.9) : : i
Centro (G,\','ﬂ‘s reference .
Valéncia 0.89 i ] ‘
(N=95) (0.40-2.0) " :
TME ?Alltg;%ﬂcacia reference [ |
Moderada-Eficacia 2.88
(N=96) (1.09 - 7.6)
TEDIT (N=137) (1.0621.0) [ |
FKLCi 7,3,289) reference
>130 2.69
(N=33) (1.35-5.4)

# Events: 34, Global p-value (Log-Rank): 0.0032358

AIC: 296.75; Concordance Index: 0.71 :
0.5 1

0.043 *

0.185

0.773

1 0.033*

0.099

0.005 **

10

Figura 22.- Analisis Multivariado Ajustado por Género, Edad, Al, Linea de Tratamiento,
Centro de Estudio y TDETI (Modelo A) Evaluando la Capacidad Predictiva de FKLCi

para el Fracaso del Tratamiento.

Al: Actividad Inflamatoria Aguda; TME: Tratamiento Modificador de la Enfermedad; TEDIT: Tiempo
Desde el Primer Evento Desmielinizante Hasta Instauracion de Tratamiento; FKLCi: Indice de Cadenas

Ligeras Kappa
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Hazard ratio

0.99 .
(0.69-1.4) '_._'_

EDSS (N=137) 0.95
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(N2703) (0.73-5.0) 0.19

No
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Si 1.43

(N=105) (0.59 - 3.5) 0.429
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(N=95) 039-19 " - 0.735
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TEDIT (N=137) 1.062>1.0) 0.094
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(N=33) (1.32-5.4) 0.006
# Events: 34, Global p-value (Log-Rank): 0.017145
AIC: 301.1; Concordance Index: 0.69 1

0.5 1 2 5 10

Figura 23.- Andlisis Multivariado Ajustado por EDSS, Género, Al, Linea de Tratamiento,
Centro de Estudio y TEDIT (Modelo B) Evaluando la Capacidad Predictiva de FKLCi para
el Fracaso Terapéutico.

Al: Actividad Inflamatoria Aguda; TME: Tratamiento Modificador de la Enfermedad; TEDIT: Tiempo
Desde el Primer Evento Desmielinizante Hasta Instauracion de Tratamiento; FKLCi: Indice de Cadenas
Ligeras Kappa
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Hazard ratio

Sexo I(-Il\?g%e reference [}

Muijer 2.2 — ;

(N2103) 084%57) — L | 0.108
Al ?}&32} reference [ |

Si 15 . : ,

(N=105) (0.61 - 3.5) y : . 1 0.4
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Valéncia 1.1 i 1 ;

(N=95) (049- 24) ° - 1 0.857
TME ,(B‘I\I}S‘;%ficacia reference

Moderada-Eficacia 4.1 : . . o
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TEDIT (N=137) (1.0019 10 [} 0.084
Combinacion (F/\}fi%)& SNfL < Q:?eference .
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(N=58) (150 - 6.5) : ’ i 1 0.002

# Events: 34; Global p-value (Log-Rank): 0.0032028

AIC: 293.1; Concordance Index: 0.71 :
05 1 2 5 10

Figura 24.- Andlisis Multivariado, Ajustado por Género, Al, Linea de Tratamiento,
Centro de Estudio y TDETI Evaluando la Capacidad Predictiva del Modelo Basado en Si
los Valores de sNfL. o FKLCi Exceden sus Respectivos Terceros Cuartiles para el Fracaso

del Tratamiento.

Al: Actividad Inflamatoria Aguda; TME: Tratamiento Modificador de la Enfermedad; TEDIT: Tiempo
Desde el Primer Evento Desmielinizante Hasta Instauracion de Tratamiento; FKLCi: Indice de Cadenas
Ligeras Kappa, SNfL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Suero; Q3: Tercer Cuartil
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Hazard ratio

Sexo (Hl\?g%e reference [ |

Mujer 1,96 . :

INL103) (0.75-5.1) = i - 0.169
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(N=95) (0471-20) " L - 0.825
TME ?‘,\'}f;%ﬂcada reference [ |

Moderada-Eficacia 3.07 ¥ : ’

(N=96) (1.14-8.3) | E 10.027

3 1.00 :

TEDIT (N=137) (10021.0) I 0.073
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(=59 (049-25 L ' 0.802

# Events: 33; Global p-value (Log-Rank): 0.0085599

AIC: 287.1; Concordance Index: 0.7 1
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Figura 25.- Andlisis Multivariado, Ajustado por Género, Al, Linea de Tratamiento,
Centro de Estudio y TDETI Evaluando de Forma Independiente la Capacidad Predictiva
del sNfL y FKLCi para el Fracaso Terapéutico.

Al: Actividad Inflamatoria Aguda; TME: Tratamiento Modificador de la Enfermedad; TEDIT: Tiempo
Desde el Primer Evento Desmielinizante Hasta Instauracion del Tratamiento ; FKLCi: indice de Cadenas
Ligeras Kappa Libres; sNfL: Cadena Ligera d Neurofilamento en Suero
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Resultados Objetivo 4

Anaélisis comparativo de los valores de sC1q y IcrC1q de tres cohortes pEM con
respecto a un grupo de controles sanos, otro con patologias neuroldgicas inflamatorias
y otro con no inflamatorias. Y estudio de correlacion de C1q de pEM con otros

biomarcadores en suero y LCR.
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Un total de 303 individuos fueron inscritos (222 pEM, 52 CS, 14 ENI y 15 ENNI). La
Tabla 10 proporciona detalles sobre las caracteristicas clinicas y demogréaficas de los
participantes en el estudio. EI Anexo IV ofrece informacion sobre las patologias

presentadas por pacientes con otros trastornos neuroldgicos.

Tabla 10.- Datos Clinicos y Demogréficos de los Pacientes Incluidos en el Objetivo 4.

cT VC VC2 cs ENI ENNI
(n=97) (n=45) (n=80) (n=52) (n=14) (n=15)
Soxo (it TATORIZ3(2 SLEN)LAE 06303 SAGOHIIBE 643G TATRIEE
4%) 19%) 7%) 59%) 7%) 3%6)
Edad (afios)  35,5(18) 36(18) 32(15) 38.5(20) 52(10) 42(17)
, 72(75%)/24(2 30(67%)/15(3 58(73%)/22(2
A Ging TATPORHE ETOISE SOOI _ _
sClq 19,8(17) ¥
(el 11(10) 9(L7) 1029)  27.3(126)  8.1(5)
lerClg ] ] 177(71)
gLy 280037 208(135) 156,4(57)
. A(4%)/93(96  A(9%)/A1(91  1(1%)/79(99
o) U0 ApeL dwgmes
TEPL
(sormamzs) 7(12) 16(49) 19(256) i i i
TOVL(ML)  1,68(4.67) : : i : i
T2NL 12(13) : : : : i
SIgG(glL)  10.23.15)  10.43(2.6) : i i i
5'9'\"(;”9"“- 98(89) 102(90) : : : i
SFKLLC)(”‘Q’ 12.5(5) 16(5.5) : i i i
'C“g‘igmg’d 39(35) 34(24) : . . -
'C”g'v;(mg/L 0.48(0.7) 0.5(1) : : i i
'CrF'ﬂ:)C(mg 12.55) 16.6(5.5) - . - -
Link 072(061)  0.84(0,62) : : : i
IgMi 008015  0,12(0.13) : : i .
FKLCi 37(111) 62(120) : : i i
sNfL(pg/mL)  15,9(15,5) 15,4(20,8) - - - -
'C”\'fb(“gl M 714(1348) 975 (1292) : : i i
SGFAE)(pglm 118(77) 96(80) : : i i
'CrGrFmAj(”g/ 1794(2137)  2489(1875) - - - -
CHI3L1(ng/
D 123(95) 156(105) : : i i

M: Mujer; H: Hombre; Al: Actividad Inflamatoria Aguda; sC1qg: C1q en Suero; lcrClqg: Clq en Liquido
Cefalorraquideo; TEPL: Tiempo Desde el Primer Evento Desmielinizante Hasta Puncién Lumbar; T2VL:
Volumen de Lesiones en T2; T2NL: Numero de Lesiones en T2; slgG: 1gG en Suero, slgM: IgM en
Suero; SFKLC: Cadenas Ligeras Kappa Libres en Suero; lcrlgG: 1gG en Liquido Cefalorraquideo;
IcrigM: IgM en Liquido Cefalorraquideo; lcrFKLC: Cadenas Ligeras Kappa Libres en Liquido
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Cefalorraquideo;Link: Indice de Tibbling-Link; IgMi: Indice de IgM; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras
Kappa Libres; sNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Suero; IcrNFL: Cadena Ligera de
Neurofilamento en Liquido Cefalorraquideo sGFAP: Proteina Acidica Fibrilar Glial en Suero; IcrGFAP:
Proteina Acidica Fibrilar Glial en Liquido Cefalorraquideo; CHI3L1: Chitinasa-3 Like-1; lcrlgG: 1gG en
Liquido Cefalorraquideo; IcrFKLC: Cadenas Ligeras Kappa Libres en Liquido Cefalorraquideo. *En el
caso del IcrClqg en la CT, el tamafio muestral fue de 75, dada la indisponibilidad de suficiente
volumen de LCR para realizar la determinacion de este parametro. f En la cohorte ENNI, no fue
posible obtener muestras simultaneas de suero y LCR de manera uniforme en todos los pacientes,
como se ilustra en Anexo V.

Ninguna de las variables cuantitativas siguio una distribucion normal (p<0.0001). No se
observaron diferencias en los niveles de sClq o lcrClg entre géneros, y no hubo
correlacion con la edad ni con el tiempo desde el primer evento desmielinizante hasta el
estudio del LCR.

Las tres series de pEM y el grupo ENI mostraron niveles significativamente reducidos
de sClqg en comparacion con los CS. Tanto CV como CV2 presentaron valores
disminuidos de sC1g en comparacion con ENNI, mientras que CT no mostré esta
diferencia. Las concentraciones de sC1q en el grupo ENI no difirieron de las de pEM.
Los niveles de sClqg fueron significativamente mas bajos en el grupo ENI en
comparacion con ENNI. Dentro de las series de pEM, CT mostré valores de sC1q mas
altos que CV y CV2 (Figura 26A).

En cuanto a IcrC1q, CT demostrd valores significativamente elevados en comparacion
con los grupos ENI y ENNI, mientras que las concentraciones en CV solo mostraron
una tendencia cuando se compararon con estos grupos (p=0.07). CT también mostro
niveles aumentados de lcrC1qg en comparacion con CV (Figura 26B).

No se observaron diferencias significativas en sC1q (Figura 26C) y lcrC1q (Figura 26D)
entre pEM con y sin Al en ninguna de las tres series. En cuanto a los anti-Clq, la
positividad se encontrd en cuatro pacientes (4%) en el grupo CT, otros cuatro en CV
(9%), y uno (1%) en CV2 (Tabla 10).

Las concentraciones de sC1q y lcrC1lg no mostraron correlacion entre si ni con T2VL
(Figura 27 A, B y C) y T2NL. sC1g no mostrd correlacion con ninguno de los
biomarcadores analizados. Aunque lcrC1g no mostro correlacién con Link o FKLCI, si
lo hizo con lcrlgG (rho=0.33, p<0.0001) (Figura 27D) y lcrFKLC (rh0=0.28; p=0.002)
(Figura 27E). También se correlacion6 con IcrGFAP (rho=0.33; p<0.0001) (Figura 271)
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y CHI3L1 (rho=0.21; p=0.026) (Figura 27H). No se encontro correlacion entre lcrClq e
IgM y NfL en suero o LCR ni con el IgMi.

Las Figuras 28 y 29 ilustran los valores de C1q presentados para cada paciente incluido

en los grupos ENI y ENNI, respectivamente.

La Tabla 11 muestra los coeficientes de correlacién entre distintos marcadores

cuantitativos analizados en el presente proyecto con T2VL y T2NL.

Tabla 11.- Cofeficientes de Correlacién Entre el NUmero y Volimen de Lesiones y

Diferentes Marcadores.

Link* IgMi* FKLCi*  sNfL lcrNfL ~ sGFAP  IcrGFAP  CHI3L1
T2VL ns s ns  041(0,0004) ns  043(0,0002) ns  0,33(0,004)
T2NL ns s ns  0,31(0,008) 0,24(0,03) 0,41(0,0004) ns  0,3(0,007)

Se expone el coeficiente de correlacién rho de Spearman junto con su nivel de significancia. T2VL:
Volumen de Lesiones en T2;T2 NL: NGmero de Lesiones en T2; Link: indice de Tibbling-Link; IgMi:
indice de IgMFKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres; SNFL: Cadena Ligera de Neurofilamento
en Suero; lcrMfL: Cadena Ligera de Neurofilamento en Liquido Cefalorraquideo; sGFAP: Proteina
Acidica Fibrilar Glial en Suero; IcrGFAP: Proteina Acidica Fibrilar Glial en Liquido Cefalorraquideo;
CHI3LL: Chitinasa-3 Like-1 * El andlisis de correlacién llevado a cabo para IgG, IgM y FKLC en
LCR tampoco reveld significancia.
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Figura 26.- Andlisis Comparativo de los Valores de C1q en Suero y Liquido en los
Diferentes Grupos de pEM, Controles y Estratificacion por Actividad.

sClg: Clqg en Suero; lcrClg: Clg en LCR; ENI: Pacientes con Patologia Neuroldgica Inflamatoria;
ENNI: Pacientes con Patologia Neurolégica No Inflamatoria; CS: Controles Sanos; CT: Cohorte de
Trabajo; CV: Cohorte de Validacion; CV2: Cohorte de Validacion 2; Al-: Ausencia de Actividad
Inflamatoria Aguda; Al+: Presencia de Actividad Inflamatoria Aguda

*:p<0.05; **:p<0.01;***p<0.0001
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Figura 27.- Estudios de Correlacion Entre sC1qy IcrC1q Con Otros Pardmetros.

sClg: Clqg en Suero; lcrClg: Clq en Liquido Cefalorraquideo;T2VL: Volumen de Lesiones en T2;
lcrigG: 1gG en Liquido Cefalorraquideo; IcrFKLC: Cadenas Ligeras Kappa Libres en Liquido
Cefalorraquideo; Link: indice de Tibbling-Link 1gG; FKLCi: indice de Cadenas Ligeras Kappa Libres;,
CHI3L1: Chitinasa-3 Like-1; lcrGFAP: Proteina Acidica Fibrilar Glial en Liquido Cefalorraquideo
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Figura 28.- Valores de C1q presentados por los pacientes del grupo ENI.
La lineas azul y roja representan la mediana de los valores de C1q de los controles sanos y pEM
respectivamente; mientras que el &rea sombreada representa el rango intercuartilico.

sC1g: Clqg en Suero, lcrClg: Clq en Liquido Cefalorraquideo; EA: Encefalitis Autoinmune; HIC:
Hipertensién Intracraneal; LMP: Leucoencefalopatia Multifocal Progresiva; PTI: Pdrputa
Trombocitopénica Inmune; SNC: Sistema Nervioso Central.
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Figura 29.- Valores de C1q presentados por los pacientes del grupo ENNI.
La lineas azul y roja representan la mediana de los valores de C1q de los controles sanos y
PEM respectivamente; mientras que el &rea sombreada representa el rango intercuartilico.
sC1qg: C1q en Suero, IcrC1qg: C1q en Liquido Cefalorraquideo; HIC: Hipertension Intracraneal
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El algoritmo desarrollado basado en la determinacion de FKLCi y Reiber 1gG como
pardmetros diagnosticos principales (KRO), ha demostrado ser el mas efectivo en la
reduccion de la necesidad de determinar BOCG para poner de manifiesto la presencia
de SIT-IgG, la cual estd vinculada al diagnostico de la EM. Se requirio realizar las
BOCG unicamente en el 9% del total de muestras. Al combinar paso a paso tres
técnicas diferentes (determinacion cualitativa con calculos cualitativos y cuantitativos),
se mejord la sensibilidad, precision y VPN en la prediccién de SIT-1gG, pero a expensas

de una ligera disminucion de la E y VPP en comparacion con BOCG.

Aunque el papel de FKLCi y BOCG en la deteccion de la EM ha sido ampliamente
discutido en varios estudios, actualmente no hay evidencia en la literatura sobre la
deteccion de la EM utilizando nuestra metodologia. La investigacion realizada por
Gudowska et al. propusieron un algoritmo para detectar SIT-IgG mediante el uso de un
indice combinado con Qis. Su metodologia logré una sensibilidad similar pero una
especificidad mas baja en comparacion con los hallazgos del presente estudio (253). La
sensibilidad y especificidad de FKLCi y BOCG obtenida para las tres cohortes se
encuentran dentro del rango de resultados recopilados en un reciente metaanalisis
realizado con 32 estudios. En nuestro caso, el FKLCi mostrd6 una E mas alta en
comparacion con las BOCG, a diferencia de los hallazgos reportados por algunos
autores (143).

El algoritmo KRO presenta un rendimiento diagndstico comparable, e incluso superior,
en comparacion con estudios previos centrados en el uso en solitario de las FKLCIi,
realizados por Rosenstein et al., Bernardi et al., Agnello et al., Valencia-Vera et al. y
otros investigadores (166,170,172,254-258). En contraposicion, estudios como Duell et
al. y Pieri et. al, informaron un mejor rendimiento utilizando ese marcador en solitario
(259,260). Por lo tanto, se recomienda que el algoritmo KRO sea sometido a pruebas
adicionales en estudios con cohortes mas grandes para evaluar su rendimiento de
manera mas integral. Debe tenerse en cuenta que la E de los pardmetros de SIT-IgG de
los estudios que incluyen pacientes con otras patologias neurologicas inflamatorias

como controles suele ser menor (143).

Nuestro estudio difiere de investigaciones previas que sugieren no reemplazar estas
técnicas, sino utilizar ambas al mismo tiempo (256,261). Nuestro algoritmo demuestra

la capacidad de reducir sustancialmente el consumo de BOCG, en linea con el nuevo
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consenso (173). Los resultados obtenidos en el reciente estudio de Monreal et al. (262),
con un enfoque andlogo al nuestro pero sin hacer uso de Reiber IgG, contribuyen
significativamente a la robustez de la presente investigacion. La precision del algoritmo
propuesto por estos autores fue superior al nuestro (95%), sin embargo su cohorte de
controles consistio en un grupo de pacientes CIS que no evolucionaron a EM durante un

periodo de seguimiento (262).

Ademas, al reducir el cut-off de FKLCi para lograr una sensibilidad similar a KRO, se
obtuvo una menor precision y E que el algoritmo. Hecho que respalda la idea de que
KRO supera a FKLCi.

La utilizacién de diferentes instrumentos para la detecciéon de IgG en CT y CV podria
explicar la discrepancia de sensibilidad observada entre Link y Reiber 1gG en ambas
cohortes. Sin embargo, esta disparidad también se refleja en FKLCi y en los algoritmos.
El hecho de haber cuantificado las FKLC utilizando el mismo instrumento en ambas
series descarta esta nocion, atribuyendo la diferencia a la condicion de los pacientes,
como la presencia de pacientes con CIS en CT o el mayor tiempo de evolucién en CV.
Por otro lado, no es de extrafiar que la especificidad obtenida para pardmetros con
resultados cualitativos fuese igual en CV, CT y CG, ya que se calcularon en base al

mismo grupo de pacientes controles.

Similar a estudios anteriores, FKLC-R demostré valores de S mas altas, lo que indica su
capacidad para detectar esta condicion. Sin embargo, su especificidad fue menor
(172,175).

La principal ventaja del algoritmo KRO es que mayoria de las determinaciones
involucradas (salvo las BOCG) se pueden implementar facilmente en laboratorios
ordinarios. En primer lugar, la cuantificacion de FKLC, albumina e 1gG en suero y LCR
puede realizarse mediante autoanalizadores. Los calculos para el FKLCi y Reiber 1gG

pueden ser automatizados en el software de gestion de resultados de laboratorio.

Actualmente, existen dos pruebas disponibles para cuantificar FKLC en LCR. La
prueba Freelite® (The Binding Site) es una prueba polimorfa turbidimétrica que
incorpora anticuerpos policlonales anti-FKLC generados en ovejas mediante la
inmunizacion con un pool de FKLC humanas. Por otro lado, NLatex® (Siemens) es una

prueba nefelométrica monoclonal en la que el reactivo incluye una mezcla de
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anticuerpos monoclonales, cada uno producido en lineas celulares hibridas. Debido a
estas distinciones, pueden surgir ciertas limitaciones; sin embargo, no se han observado
diferencias discernibles en términos de rendimiento diagnostico entre ambos ensayos
para la deteccion de SIT-IgG (263,264). Aun asi, seria prudente que los laboratorios
individuales definieran sus puntos de corte especificos, acompafiados de estudios
exhaustivos destinados a elucidar y abordar este posible origen de la variabilidad entre

lotes.

La principal limitacion del uso de FKLC como principal marcador de SIT es su
incapacidad para diferenciar entre los isotipos de inmunoglobulina sintetizados
intratecalmente (G, A o M), ni de distinguir la clonalidad de 1gG (173). Por lo tanto,
sugerimos reservar el uso de BOCG para situaciones en las que esta informacién sea
necesaria, ademas de los casos dictados por el algoritmo KRO (valores de FKLCi

dentro de 4 y 10,7 y resultado negativo de Reiber IgG).

Un posible inconveniente vinculado al uso del algoritmo KRO es que, a pesar de haber
demostrado un buen rendimiento diagndstico en nuestra poblacion, la determinacién de
FKLC, IgG y Albumina para calcular el FKLCi y Reiber IgG requiere un volumen
sustancial de LCR, el cual no siempre esta disponible. En casos en los que no sea
factible obtener un volumen suficiente de LCR, la Unica alternativa seria continuar
utilizando las BOCG para evaluar la SIT-IgG, las cuales requieren Unicamente 5 uL de
volumen. En definitiva, el uso de las BOCG se limitaria a circunstancias especificas,
tales como la necesidad de conocer el isotipo y la clonalidad de la inmunoglobulina
(situacion muy particular), escenarios donde las FKLCi se encuentren entre 4 y 10 en

pacientes negativos para Reiber IgG, y cuando exista escasez de volumen de LCR.

Adicionalmente, la evaluacion del significado prondstico de FKLCi ha mostrado
resultados notables con considerables implicaciones clinicas. Particularmente, los
valores que superan el tercer cuartil han surgido como un predictor estadisticamente
significativo, lo que significa una mayor probabilidad de encontrar un TF. Esto sugiere
que los niveles elevados de FKLCi podrian servir como un indicador temprano para
predecir este resultado, informando asi el proceso de toma de decisiones para elegir un

enfoque terapeutico de alta eficacia, que ha demostrado ser un robusto factor protector.
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Varios autores han vinculado la SIT-IgM, evidenciada por BOCM, a los cursos de
enfermedad mas agresivos, una mayor tendencia a la conversion a formas progresivas
asi como un mayor riesgo de brotes posteriores (146,265,266). Sin embargo, no se ha
establecido un consenso claro (265,267,268). De manera similar, aunque en menor
medida, algunos autores han asociado un Reiber IgM positivo (144,146,269) o niveles
méas altos de IgMi (156,270) con una trayectoria desfavorable de la enfermedad.
Nuestros andlisis contradicen esta tendencia, revelando que los perfiles con una
magnitud ITS maés alta, independientemente del isotipo de cadena pesada presente,
muestran de hecho un prondstico més desfavorable. Esto ofrece una explicacion
plausible para la importancia distintiva de FKLCi en la prediccion de FT, ya que incluye
de manera integral cuantitativamente la SIT de IgG, IgM e IgA. Esta Gltima, a menudo
subestimada, se ha encontrado que prevalece en pEM (271). La robustez de nuestro
argumento se subraya por el hecho de que solo FKLCi demostré la capacidad de
predecir FT a pesar de su fuerte correlacion con Link e IgMi.

En el &ambito de BOCM, especialmente las BOCM-LE, existe un mayor consenso entre
los autores con respecto a su capacidad para anticipar discapacidad a largo plazo y
deterioro cognitivo (147,272-274). Con respecto a la relacion del FKLCi y estos
eventos, una investigacion reciente que compard los valores de este biomarcador al
diagnostico entre pacientes que alcanzaron un EDSS de 6 en un periodo de 15 afios y
aquellos con un curso de enfermedad mas leve no revel6 diferencias significativas entre
las dos cohortes; sin embargo, el tamafio de muestra en este estudio es limitado, con
solo 35 pacientes incluidos (275). Por el contrario, una investigacion llevada a cabo en
la Universidad de Gotemburgo demostré que unos niveles basales de FKLCi superiores
a 100 eran un robusto factor de riesgo para experimentar un deterioro cognitivo,
objetivado mediante la obtencion de una menor puntuacion score SDMT (del inglés,
Symbol Digit Modalities Test) (276).

La literatura disponible sobre el significado prondstico de FKLCi es limitada; sin
embargo, varios autores si lo han correlacionado con la progresion de un CIS a una EM
clinicamente definida (177,178). De manera similar a nuestra investigacion, Rosenstein
et al. establecieron de forma independiente una asociacion entre los niveles de FKLCi
que exceden las 100 unidades y la pérdida del estatus NEDAS3, asi como la aparicion de

eventos PIRA, en una cohorte de pacientes con un tamafio de muestra comparable al
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nuestro (277). Por otro lado, Castillo-Villalba y colegas lo identificaron como un factor
de riesgo para alcanzar un EDSS de 3 (278).

De manera analoga a nuestro andlisis comparativo, el reciente articulo de Miklusova et
al. indica que tanto el indice FKLCi como IcrFKLC estuvieron notablemente elevados
en pacientes que experimentaron el inicio de un segundo brote, presentaron lesiones
realzadas con gadolinio o experimentaron un aumento en la carga de lesiones T2. Sin
embargo, no se observaron distinciones en individuos que, junto con estos criterios,

alcanzaron una puntuacion de EDSS de 3. (279).

Abordando nuevamente el asunto de la relacion entre el FKLCi y las BOCM,
basandonos en nuestros hallazgos, el empleo de un algoritmo con valores de corte
elevados para IgMi y FKLCi (0.2 y 250 respectivamente) puede resultar en una
reducciéon de un tercio de la utilizacion de BOCM en pEM, manteniendo al mismo
tiempo un alto nivel de especificidad y valor predictivo positivo. Esto, a su vez, alivia la
carga de trabajo de los laboratorios clinicos y acelera la entrega de resultados. Ademas,
permite que las entidades menos especializadas accedan a la informacién proporcionada
por este marcador para un subconjunto de sus pacientes. A pesar de los avances en el
estudio de la validez pronostica de otros marcadores, las BOCM siguen siendo

ampliamente utilizadas en el estudio de la EM.

La baja sensibilidad y el valor predictivo negativo exhibidos por los modelos generados
en el Objetivo 2 son irrelevantes, ya que de acuerdo con el algoritmo propuesto las

BOCM deben seguir realizandose en pacientes que no superen el umbral especificado.

De los 54 pacientes con BOCM positivas, 32 fueron detectados mediante el algoritmo.
Dada la mencionada incertidumbre inherente al prondstico asociado a las BOCM, este
escenario refuerza la hipotesis de que el factor determinante para un prondstico
desfavorable es una SIT de mayor magnitud (265,267,268). Como se ha mencionado
con anterioridad, algunos estudios han relacionado niveles méas altos de IgMi con
pronésticos menos favorables (156,270). Por ejemplo, Ozakbas y sus colegas
observaron una correlacién entre este parametro y las lesiones medulares, asi como con
areas hipointensas en T1 en una muestra de 85 pacientes, ademas de una mayor
propension a la conversion a formas secundarias progresivas en aquellos con niveles

mas elevados (156). Sin embargo, otro estudio realizado por Stauch et al. no encontrd
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asociacion con peores pronosticos (280). En nuestro caso, solo las FKLCi han surgido
como un factor de mal prondstico, aunque en relacién con experimentar FT. A
diferencia de Ozakbas et al. (156), nuestra investigacion si encontrd correlacion entre
Link e IgMi, que podria atribuirse a que ambos indices calculan empleando el Qgp.
Todo ello sugiere que es crucial no solo llevar a cabo estudios para asociar FKLCi con
la progresion de la discapacidad y el deterioro cognitivo, sino también evaluar la
asociacion tanto de FKLCi como de IgMi con la evolucion del dafio estructural del
sistema nervioso central y los parametros radioldgicos de mal prondstico, como la

atrofia medular o las lesiones en esta area.

Por otro lado, nuestra cohorte de pacientes mostré elevaciones de FKLCi maés
pronunciadas en pacientes BOCM+ en comparacién con el estudio de Castillo-Villalba
et al. (278). Ademas, la mayor correlacidn observada entre los valores de FKLCi y Link
se puede atribuir a que la concentracion de IgG en el LCR es 200 veces mayor que la de
IgM (149). No es sorprendente que el rendimiento del Modelo E fuera subdptimo, dada
la fuerte correlacién hallada entre Link e IgMi, y sus niveles elevados en pacientes
BOCM-+. Por lo tanto, uno podria considerar la inclusién de puntos de corte mas altos
para Link en los algoritmos al igual que FKLCi; sin embargo, su alto grado de

colinealidad hace que tal ajuste sea poco préactico.

Siguiendo la linea previa de argumentacion, la marcada correlacion entre Link e IgIF%
se explica por el hecho de que ambos marcadores estan aportando la misma informacién
(SIT-1gG).

El algoritmo analitico para predecir BOCM se desarroll6 utilizando datos de pEM, los
cuales se caracterizan por presentar SIT-IgM en un rango del 40-60% de los casos
(144,145). Es muy frecuente que en la préactica clinica diaria se solicite a los
laboratorios la determinacion simultanea de BOCG y BOCM en pacientes con
sintomatologia compatible con EM. Dado que muchos de ellos no van a ser pacientes
con SIT ni EM, esta préctica protocolaria resulta en un elevado nimero de resultados
negativos de ambas determinaciones. Por lo que aplicando los algoritmos propuestos en
el presente trabajo se podria reducir el consumo de BOCG en aproximadamente un
90%; mientras que realizar el estudio de BOCM unicamente en pacientes con SIT-1gG
(evidenciada mediante FKLCi, Reiber IgG o BOCG -algoritmo KRO-) reduciria en
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mayor medida su uso. Destaquese que la SIT-IgM en un paciente no diagnosticado de

enfermedad desmielinizante carece de valor clinico, aunque podria

Conviene hacer hincapié en la importancia de que laboratorios individuales establezcan
sus puntos de corte especificos para una mayor optimizacion y precision. Por afiadidura,
resulta imprescindible evaluar la eficacia de esta metodologia en el contexto de BOCM-
LE.

Por otro lado, SNfL también se ha asociado con cursos de enfermedad mas
desfavorables (281-284). Hegen et al. correlacionaron de manera independiente los
niveles basales de FKLCi y sNfL con la ocurrencia de un segundo brote en una cohorte
que comprendia menos de 100 pacientes (281). En el estudio actual, el uso combinado
de FKLCi y sNfL mostr6é una ligera mejora en comparacion con el uso en solitario de
FKLCi. Sin embargo, al analizarlos como factores independientes dentro del mismo
modelo, sNfL no demostrd significancia, mientras que FKLCi reflejo el potencial
predictivo observado en la combinacion anterior. Por lo tanto, la significancia vista en el
modelo combinado podria atribuirse a la influencia de FKLCI, similar a la tendencia

observada al combinar este parametro con SGFAP y CHI3L1.

Otro aspecto ventajoso de FKLCi como marcador prometedor para distinguir fenotipos
mas inflamatorios es su nivel estable en pacientes con estado de Al, independientemente
de la edad o gravedad de la discapacidad. Sin embargo, surge la pregunta sobre si el uso
de corticoides podria influir en los valores de FKLCi, lo cual podria constituir un factor
de confusién significativo. Esto se debe a que los brotes suelen tratarse con bolos
intravenosos de corticoides y los analisis del LCR generalmente se realizan durante un
primer evento agudo desmielinizante (brote). La administracion de corticoides solo ha
demostrado resultar en una disminucion de los niveles séricos de FKLC en un estudio
longitudinal (285). Tampoco esta claro si este parametro podria exhibir un patron
similar al de sNfL o CHI3LI, ambos de los cuales muestran un declive tras el inicio de
intervenciones terapeéuticas (189,207). Por el momento, la investigacion de Castillo-
Villalba et al. no encontrd diferencias en los FKLCi de los pacientes que ya habian

iniciado el TME vy los que no (278).

Diversas investigaciones han vinculado niveles elevados de sNfL al inicio de la

enfermedad con una mayor discapacidad a largo plazo, asi como con una mayor atrofia

-110-



Tesis Doctoral. Jordi Tortosa Carreres

cerebral y medular (189,286,287). Considerando su correlacion con las lesiones
caracteristicas de la EM y con la EDSS identificada en el actual proyecto y respaldada
por literatura existente (286), se plantea la posibilidad de que la concentracion de sNfl
sea una herramienta de valor pronostico relevante en este contexto. Aungue no es
necesariamente una condicion sine qua non, la presencia de una considerable
neurodegeneracion al inicio de la enfermedad -directamente proporcional a los niveles
de SNfL- se asocia con un deterioro més pronunciado en el paciente a lo largo del
tiempo (34).

Cabe destacar la relevancia de combinar el SNfL o parametros derivados de estudios de
imagen -como la atrofia cerebral o medular- con las FKLCi para desarrollar algoritmos
que puedan discernir con precisién entre fenotipos de la enfermedad con mayor
actividad y que resulten en una neurodegeneracién mas pronunciada a largo plazo,
evento asociado también a la presencia de BOCM y BOCM-LE (147,272-274).

Teniendo en cuenta observada disminucion después del inicio de intervenciones
terapéuticas (207) y su asociacion con el estatus de Al, los enfoques previamente
descritos serian aplicables siempre y cuando se evalle el sSNfL con este propdsito en
pacientes bajo las mismas condiciones, como aquellos no tratados que estén

experimentando un primer evento de agudo desmielinizante.

A pesar de esto, el sSNfL es una herramienta de gran valor en la monitorizacién de la
EM, ya que puede elevarse hasta un afio antes de la aparicion de un brote (282,288),
inclusive en pacientes con el estatus NEDA3 consolidado (282). Ademas, correlaciona
con la discapacidad residual posterior al brote (288). Otro aspecto de mal prondstico a
evaluar podria ser la persistencia de niveles elevados de sNfL a pesar de recibir

tratamiento.

Una situacién comparable a la del sSNfL es evidente con la CHI3L1, la correlacion con
la discapacidad del paciente puede introducir complejidad en su uso como marcador
prondstico, especialmente cuando el estudio de LCR se realiza durante un brote grave.
A pesar de la ausencia de una asociacion entre el FT y elevaciones mas sustanciales,
estudios anteriores de Lucchini et al. y Petrzalka et al. identificaron estas elevaciones
como un factor de riesgo para la recurrencia de brotes (289,290). Al igual que otros

autores, se hallé una buena correlacion entre la CHI3L1 y la EDSS (291,292), asi como
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con la carga lesional (209,292). Del mismo modo que Cross et al., quienes también
observaron asociacion entre este biomarcador y un menor volumen talamico, los valores
de CHI3L1 fueron independientes de la Al (292), hecho que contrasto con lo obtenido

en otras investigaciones (207).

En relacion con la GFAP, surge una paradoja ya que sus niveles en suero fueron mas
bajos en pacientes que manifestaron FT durante el periodo de seguimiento. Esto se
alinea con CHI3L1 y IcrNfL, que mostraron una tendencia similar sin alcanzar
significancia estadistica. La explicacion de estos resultados permanece incierta, aungque
plausible por azar, ya que ninguno de estos parametros emergié como un factor
protector en el analisis de supervivencia. Pese a que estudios previos vinculan el SGFAP
débilmente con la aparicion de nuevas lesiones en T2 en 58 pacientes (284); nuestros
hallazgos son coherentes con investigaciones previas que no han identificado
diferencias significativas en los niveles de sGFAP entre pacientes que han seguido
cursos mas agresivos de EMRR (283).

Por el contrario, el SGFAP ha emergido como un potencial indicador de atrofia de la
sustancia gris, ademas de un excelente predictor de PIRA y progresion de discapacidad
al combinarse con el sNfL (ambas z-score elevadas) (226). Destaquese, que la atrofia de
la sustancia gris también se ha asociado de manera independiente a este evento (84). Por
afiadidura, una investigacion reciente sostiene que este parametro constituye un til
marcador de progresion, especialmente cuando se estratifican los pacientes en base a sus
valores de sNfL (293).

Por todo ello, la CHI3L1 y GFAP también serian parametros interesantes para generar
algoritmos junto con las FKLCi para discriminar los fenotipos méas activos ademas de
neurodegenerativos. Los mayores niveles de CHI3L1 (207,294), sGFAP (295) y
IcrGFAP (296,297) en las formas progresivas podrian ser de gran utilidad a la hora de
identificar las BOMPS; especialmente la CHI3L1 cuya correlacion con la EDSS fue la
mas robusta (rho=0.41 (p<0.0001)).

La robusta correlacién encontrada entre los niveles séricos y del LCR de GFAP y NfL,
respaldada por investigaciones previas (195,209), indica que no es necesario incluir

estas determinaciones en el analisis inicial del LCR, ya que no aportan beneficios
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sustanciales en comparacion con los valores séricos. Esto permite destinar las muestras

de este fluido para otros pardmetros, como las FKLC.

Contradictoriamente, tanto el GFAP como el CHI3L1 mostraron correlacion con la
edad, a diferencia del NfL, a pesar de diversos hallazgos de investigacion que sugieren
que los niveles de sNfL aumentan con la edad (282). Por otro lado, uno podria
considerar que un aspecto que resta validez a esta investigacion es la falta de ajustes
realizados por edad en los valores de NfL y GFAP, lo que podria introducir sesgos. Sin
embargo, se optd por no realizar tales ajustes, teniendo en cuenta la baja mediana de
edad (35 afos) y la observada falta de correlacion entre sNfL y edad. Hecho que podria

ser plausiblemente atribuido a la alta proporcion de pEM en estatus de Al (298).

En relacién con este tema, algunos autores sugieren que la edad, por si sola, no afecta
significativamente sNfL. En cambio, argumentan que otros factores intrinsecos al
proceso de envejecimiento, como la funcion hepatica, el estado metabolico o la funcion
renal comprometidas, son los responsables del incremento (298). Por otro lado, también
se ha propuesto que la disminucion del recambio de LCR con el avance de la edad
podria ser la causa subyacente de este aumento (299). No obstante, sostenemos que esta
correlacion podria atribuirse a la progresion de la neurodegeneracion asociada a la edad,
ya que el sNfL correlaciona muy fuertemente con este evento (192,300). En efecto,
Sotirchos et al. sefialaron que los niveles de sSNfL son méas elevados en pacientes con

formas mas avanzadas de la enfermedad (300).

Desde una perspectiva fisiopatologica, nuestros hallazgos sugieren que la respuesta
inmunitaria celular, en particular la Thl (identificada como el iniciador de brotes),
desempefia un papel fundamental en los cursos desfavorables de la enfermedad al
activar los linfocitos B en el SNC, con su subsiguiente conversion a células plasmaticas
secretoras de inmunoglobulinas (43). Una explicacion plausible de la asociacion de
CHI3L1 con los marcadores de SIT podria ser el hecho de que esta molécula sea capaz
incrementar la semivida de las células plasmaticas gracias a su afinidad con los
receptores PAR2 e IL13Ro2 inhibiendo, de este modo, la apoptosis (203), o por su

efecto quimiotactico para atraer mas linfocitos B (204,205).

A pesar de los avances en la comprension de los mecanismos patogénicos de la EM, la

identificacion de biomarcadores que reflejen la complejidad de la enfermedad sigue
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siendo un desafio crucial. En este contexto, nuestro estudio revela un comportamiento
antagénico del Cl1qg en suero y LCR en pEM. Mientras que en el primer fluido los
niveles son considerablemente inferiores en comparacion con los CS, los valores en el
LCR muestran un aumento significativo en comparacion con un grupo de individuos

con otros desdrdenes neuroldgicos.

El comportamiento de IcrC1q puede ser elucidado considerando que, en el contexto de
la neurodegeneracion, la microglia se activa convirtiéndose en su fenotipo ameboide M1
que tiene la capacidad de secretar TNFa, IL-1a y C1q, los cuales, posteriormente,
activan a los astrocitos, promoviendo su diferenciacién hacia su fisionomia
proinflamatoria (301). Este argumento justifica el alto grado de correlacion entre el
lcrClq y otros marcadores relacionados con los atrocitos (GFAP y CHI3L1), no solo
hallada en el presente proyecto, sino también respaldada por la investigacion realizada
por Hakansson y sus colegas, quienes también encontraron asociacion entre el lcrC1q y
otros mediadores de la inflamacion (CXCL1, CXCL8 y CXCL10) (243).

Un aspecto interesante y hasta ahora no documentado en la literatura es la asociacion
entre el IcrC1q con IcrFKLC y, de manera mas sélida, con lcrlgG. Esta podria deberse a
la capacidad de las IgG para activar las microglias en su fenotipo M1, fenémeno que ha
sido encontrado en ratones tras la inyeccion intraventricular de 1gG obtenida del suero
de pacientes con lupus. En este proceso de activacion, se destaca la participacion de los
receptores Fc-gamma (FcyR), que a su vez estan regulados al alza por el factor
activador de célula B perteneciente a la familia del TNF (BAFF) (302). Paralelamente,
Zhou et al. reportaron que en pEM los agregados de IgG tienen la capacidad de inducir
apoptosis neuronal mediada por la activacion del complemento (303). Estos hallazgos
no solo proporcionan una explicacion intrigante para la correlacion mencionada
previamente, sino que también sugiere la posibilidad de que la inhibicion de la
activacion de las microglias o de la subsiguiente secreciéon local de C1lq puedan ser

objetivos terapéuticos potenciales en la EM.

Sin embargo, queda ain por esclarecer el vinculo entre la SIT y la astrogliosis,
vinculada a la respuesta Thl y Th17 (46). La falta de correlacion entre FKLCi y Link
con GFAP plantea interrogantes sobre la premisa anteriormente expuesta acerca de la
activacion de la microglia (que, a su vez, puede promover la astrocitosis) por parte de la

IgG. No obstante, esta condicion puede ser inducida por diversos factores. Se ha
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documentado que la Oncostatina M, LIF (Leucemia Inhibitory Factor en inglés) y
CNTF (Ciliary Neutrotrophic Factor en inglés) son potentes inductores de la secrecion
de GFAP (220). Estas citocinas son liberadas por distintas células, como macrofagos,
linfocitos T, fibroblastos y células gliales periféricas, en respuesta a la inflamacion y
otras sefiales patoldgicas, y de hecho, se han asociado a procesos de neurodegeneracion
(304-306). Por lo tanto, a pesar de la posible capacidad de las inmunoglobulinas para
activar la microglia y, por ende, los astrocitos; GFAP muestra la correlacion mas
pronunciada con las lesiones, mientras que ninguno de estos elementos presenta

correlacion con los marcadores de SIT (302).

Otro asunto en cuestion que tampoco ha sido totalmente dilucidado es la falta de
correlacion entre el IcrClq y la carga de lesiones desmielinizantes a pesar de haberse
encontrado esta molécula en las lesiones mediante estudios de inmunohisogquimica
(245-247). Se ha identificado el C1qg como un elemento crucial en la activacion del eje
microglia-astrocito en la EM (301); no obstante, los linfocitos T efectores son los
principales responsables de la desmielinizacion, que también poseen la capacidad de
activar a la microglia mediante la secrecion de IL-17, IL-21 e IL-22 (67). Asimismo, la
presencia de IgG y complemento en la mielina alterada en lesiones de EM no parece ser
especifica y no respalda directamente la hipdtesis de desmielinizacion mediada por
anticuerpos (241). Por lo tanto, sostenemos que la aparente falta de correlacion se debe

a la relacidn indirecta entre la desmielinizacion y la activacién de la microglia.

Una molécula que también se presenta como un interesante marcador es el C3,
especialmente en LCR (IcrC3). Esto se debe a que los astrocitos en estatus
proinflamatorio muestran un aumento en la via de sefializacion NF-kB. Esta regulacion
al alza conduce a un aumento en la expresion de componentes del complemento (C1r,
Cls, C3, C4), con el consiguiente dafio sinaptico. EI C3 secretado se une al receptor
C3aR en neuronas locales, resultando en la subsiguiente desregulacion de la
homeostasis intraneuronal de Ca®* y excitotoxicidad (307). Por este motivo, Hakansson
et al. si encontraron una correlacion entre el nimero total de lesiones basal. Ademas, en
esta investigacion los pacientes que experimentaron un aumento en el numero de
lesiones mostraron niveles basales mas elevados de IcrC3 que aquellos que no lo

hicieron, siendo éste proporcional con la magnitud del incremento (243).
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Dado el elevado peso molecular del C1q (459 kilodaltons) y su complejidad (18 cadenas
polipeptidicas) (232), no es de extrafiar que se comporte como dos entidades
independientes en suero y LCR. Como se ha mencionado, el hecho de que la microglia
secreta C1q es la razén del aumento en el LCR; mientras que en el suero, la disminucién
significativa de los niveles de sClg en los pEM son indicativo de que los pEM
mantienen un estado persistente de actividad inflamatoria  sistémica,
independientemente de la aparicion de brotes de lesiones con realce de gadolinio,
caracterizado por la activacion del complemento, que resultard en un agotamiento de los

niveles de C1q por consumo.

Esta hipotesis encuentra respaldo en su contraste con los grupos CS y ENNI, su
semejanza con el grupo ENI, y la ausencia de una correlacion entre sC1q y lcrClg.
Ademas, la ausencia de anti-C1qg en pEM descarta la hip6tesis de que la disminucion de
sC1q se deba a estos autoanticuerpos (308). De manera similar, la falta de diferencias en
pacientes con y sin Al en ambos compartimentos (309), que depende de la
permeabilidad de la BHE sugiere que los mecanismos subyacentes a las lesiones

durante los brotes son impulsados por un fendmeno inflamatorio interno.

El desencadenante inicial para la activacion del complemento en diversas enfermedades
autoinmunes puede variar. Por ejemplo, en la artritis reumatoide, esta asociado con la
presencia de inmunocomplejos en unidos a las proteinas sinoviales y a la proteina C
reactiva. Por el contrario, en el lupus eritematoso sistémico, esta vinculado a células
apoptoticas, trampas extracelulares de neutréfilos que contienen ADN y proteinas de
union a ADN maodificadas, asi como complejos inmunes (310). En relacion con la EM,
es fundamental destacar que se requieren estudios adicionales para esclarecer los
mecanismos precisos que subyacen a la disminucion de C1q en el suero. Una posible
explicacion podria atribuirse a la presencia de antigenos derivados de la mielina fuera
del SNC. De hecho, la respuesta inmunopatologica de la EM se origina en los nodulos
linfaticos, donde las APC exponen estos antigenos a los linfocitos T naive (41,42).

Un motivo por el que el IcrC1q se mantiene constante durante los brotes podria radicar
en la dependencia principal de estos eventos respecto a la respuesta inmune celular (71),
en contraste con el sistema del complemento, que forma parte integral de la inmunidad

innata.
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A diferencia de otros marcadores que muestran fluctuaciones en respuesta a brotes
agudos, la disminucion consistente del sC1lq indica alteraciones subyacentes en la
homeostasis inmunoldgica que persisten a lo largo de la evolucion de la enfermedad. La
identificacion de biomarcadores estables tiene implicaciones significativas para el
diagnostico temprano de la enfermedad. Por lo que este parametro en suero podria servir
potencialmente como una herramienta complementaria para detectar la enfermedad en
sus primeras etapas, cuando la actividad clinica es minima. Especificamente, podria
servir como paso inicial para sugerir estudios de imagen y de LCR en pacientes con
sospecha y/o sintomas compatibles con EM. Cabe recordar que la puncién lumbar es un

procedimiento considerablemente mas invasivo que la venopuncion.

Un aspecto desconcertante respecto al estudio de Hakansson et al. (243) es la
discrepancia observada en la comparacion entre los niveles de C1q circulantes de los
PEM con controles sanos, que podrian explicarse por las diferencias en los Kits
empleados o los tamafios muestrales. Pese a que estos autores analizaron el Clq
circulante en plasma en lugar de suero (243), es importante destacar que el fabricante de
los Kits utilizados en la presente investigacion (Abcam) para medir los niveles de Clqg
en nuestros estudios no hizo hincapié en la distincién entre el empleo de ambos fluidos.
Por su parte, pese la investigacion mencionada no hall6 diferencias entre los niveles de
Clqg en plasma de pEM en diferentes tiempos de evolucién tratados con TME de
primera linea (243), es imperativo evaluar su rol en el monitoreo de la respuesta a los

mMismos.

Igualmente, la bibliografia respecto al IcrClg en pEM también es escasa y discordante.
Al contrario que nuestra investigacion, la de Hakansson et al.(243) asi como la de
Schuller y Helary (244); Zelek y sus colegas no hallaron diferencias entre el lcrC1qg en
PEM con respecto al grupo control. Sin embargo, si observaron que los de pacientes con
NMO eran superiores a los pEM (p=0.03), pero no que a los CIS (p=0.06)(311).

Un elemento que fortalece la robustez de nuestros resultados es el amplio tamafo
muestral analizado, dividido en tres poblaciones distintas de pEM. Siendo mucho mayor
al de otras investigaciones gque han realizado una analisis similar, Zelek et al. enrol6 53
pEM, 17 CIS, 11 pacientes con Neuromielitis Optica (NMO) y 35 controles sanos
(311); mientras que Hakansson et al. 41 pEM y 22 sanos (243). Es crucial considerar

que, al combinar CT y CV, los valores de IcrClq fueron efectivamente
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significativamente mas altos que ENI (p=0.0004) y ENNI (p=0.0006) (Figura 28 y
Figura 29).

Una comprension més profunda de los roles del sistema de complemento en la EM
podria ser una herramienta valiosa incluso para discriminar entre ésta y la NMO. De
hecho, Zelek et al. disefiaron un modelo discriminatorio que utiliza diversas proteinas
del complemento con este propdsito (311). Hasta el momento, los biomarcadores méas
especificos para la NMO son los autoanticuerpos anti-aquaporina 4 y anti-glicoproteina
oligodendrocitica de la mielina. Sin embargo, una proporcién considerable (20-30%) de
casos de NMO resultan negativos para autoanticuerpos, dificultando su distincién de la
EM (312).

En definitiva, los resultados obtenidos en el marco de este proyecto representan una
valiosa contribucion diversificada al campo de la EM. En primer lugar, se ha
identificado una estrategia innovadora para optimizar eficientemente los flujos de
trabajo en los laboratorios clinicos, resultando en la reduccion significativa del consumo
de BOC. Igualmente, se ha observado un potencial uso como marcador prondéstico de
las FKLCi en una cohorte numerosa de pacientes; mientras que el analisis exploratorio
de los biomarcadores ha enriquecido la comprensién de algunos aspectos

inmunopatoldgicos subyacentes a la enfermedad.

El Objetivo 1 cuenta con una fortaleza importante debido al uso de una cohorte externa,
lo que aumenta la fiabilidad y la generalizacion de los hallazgos. Es relevante destacar
que los pEM incluidos en la cohorte fueron de reciente diagnostico y la mayoria del
grupo control presentaba sintomas similares a los de la EM. Este enfoque permitié la
creacion de un modelo que se asemeja mucho a escenarios frecuentes en la préctica
clinica diaria. Por otro lado, la principal fortaleza del Objetivo 3 radica en la falta de
literatura existente que evalle de manera integral el papel pronéstico de mdltiples
marcadores simultdneamente a través de la respuesta al tratamiento. En esta misma
linea, como se ha mencionado con anterioridad, el Objetivo 4 destaca por su

considerable tamafio muestral de pEM.

No obstante, la presente investigacién no estuvo exenta de limitaciones. En primer
lugar, obtener muestras emparejadas de LCR y suero para determinar los parametros

analizados en los Objetivos 1, 2 y 3 resultd ser un desafio, especialmente en individuos
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sin EM. En el caso especifico del Objetivo 3, la principal limitacion fue la ausencia de
un analisis prospectivo de los pacientes, asi como la falta de disponibilidad de un
tamafio de muestra suficiente para analizar el valor predictivo de la elevacién

simultanea que excede el tercer cuartil/positividad de dos o mas biomarcadores.

La limitacion mas evidente del Objetivo 4 es la falta de disponibilidad de muestras de
LCR de controles sanos, lo que dificultd evaluar con precision la magnitud de la
variacion de lcrC1q en relacion con la normalidad. Ademas, el aumento significativo de
lcrClg en pEM en comparacion con pacientes con otros trastornos neuroldgicos se
observo Unicamente en el caso de un cierto tipo de control, mientras que mostr6 solo
una tendencia en otro tipo de control. No obstante, es interesante enfatizar que la
ausencia de un aumento sustancial en lcrC1q entre pacientes con ciertos tipos de control
puede atribuirse no solo al tamafio de muestra limitado en los grupos, sino también a la
presencia de trastornos especificos en estos pacientes, que podrian potencialmente
coocurrir con gliosis (313,314).
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Conclusiones
Con los resultados obtenidos en el marco del presente trabajo, podemos concluir que:

1. El algoritmo KRO (uso combinado de FKLCi con Reiber IgG y BOCG)
proporciona una mayor sensibilidad, precision y VPN en el diagnostico de la
EM investigada en nuestra poblacion, sin embargo, esta mejora se logra a
expensas de una menor especificidad y VPP en comparacion con el uso
exclusivo de otros métodos.

2. La combinacion de este marcador con estudios radioldgicos podria ofrecer un
excelente rendimiento diagnéstico. Como resultado, se requieren estudios
prospectivos adicionales para analizar el uso combinado de estos marcadores y
pruebas de imagen.

3. Al emplear las FKLCi y el IgMi para anticipar la presencia de BOCM, asi como
optimizar los protocolos para llevar a cabo exclusivamente el estudio de la SIT-
IgM en pacientes con SIT-IgG comprobada, se lograria una significativa
reduccion en la utilizacion de esta técnica compleja y sujeta a interpretacion
subjetiva en los laboratorios clinicos.

4. El FKLCi no solo se presenta como un excelente marcador diagndstico, sino que
también se posiciona como un instrumento potencial para estratificar el riesgo de
un curso desfavorable de la enfermedad.

5. La asociacion significativa de elevados niveles de FKLCi con el FT nos lleva a
considerar la iniciacion de terapias de segunda linea los pEM que los presenten
Este paradigma estratégico se alinea con la trayectoria hacia la medicina de
precision en la EM, una progresion que esta en marcha activa.

6. EIl valor prondstico observado en los resultados de las FKLCi plantea que,el
coste-efectividad de las BOCM debe ser objeto de cuestionamiento y
comparacion con las FKLCi por parte de otros investigadores en diversas
poblaciones.

7. La variacion de niveles de C1q presenta una dicotomia intrigante, manifestando
una marcada disminucién en el suero y un correlativo aumento en el LCR en
comparacion con individuos sanos y otros grupos patologicos.

8. Estos descubrimientos en el LCR, junto con la asociacion identificada con otros
marcadores, sugieren una conexién fundamental entre la activacién de la
microglia y la respuesta inmunopatoldgica en la EM, ademas de una posible

nueva diana terapeéutica.
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9. La disminucién de sClq en pEM ofrece un escenario interesante para el

diagnostico temprano de la enfermedad.
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Anexo |.- Sintomatologia de la Esclerosis Mltiple en Funcion del Area Dafiada

Localizaciéon

Patologia

Signos y Sintomas

Nervio 6ptico

Neuritis dptica

Dolor al realizar movimiento ocular, visién

borrosa, reduccion agudeza visual y desaturacion

de colores.

Cerebro

Sindrome focal

supratentorial

Variables en funcién del area cerebral afectada

Cerebelo

Sindrome cerebeloso

Inestabilidad, ataxia, nistagmos...

Médula espinal

Mielitis parcial del

tracto piramidal

Debilidad de miembros inferiores o superiores

Mielitis parcial de
columnas
espinotalamicas
posteriores.

Entumecimiento uni o bilateral, parestesias,

fendmeno de L hermitte.

Lesiones en médula

espinal

Urgencia/incontinencia urinaria fecal, disfuncion

eréctil...

Fasciculos mediales o
longitudinales del
tronco encefalico

Oftalmoplejia

Vision borrosa o doble.

Tracto piramidal,
espinotalamico y
columnas posteriores
del tronco encefalico

Similar a lo descrito en médula espinal.
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Anexo I1.- Escala de Discapacidad Extendida (EDSS).

0 -> Examen neuroldgico normal (todos los signos funcionales (SF) grado 0, se acepta

grado 1 en cerebral).

1 -> Ninguna discapacidad. Signos minimos en 1 SF (grado 1 en cualquier funcion
excepto SF cerebral).

1.5 -> Ninguna discapacidad. Signos minimos en mas de 1 SF (mas de 1 grado 1,
exceptuando SF cerebral).

2 -> Discapacidad minima en 1 SF (1 SF grado 2, el resto grados 0 0 1).
2.5 -> Discapacidad minima en 2 SF (2 SF grado 2, el resto grados 0 o 1).

3 -> Discapacidad moderada en 1 SF (1 SF grado 3, el resto grados 0 0 1) o
discapacidad leve en 3 0 4 SF (3 0 4 SF grado 2, el resto 0 o 1), pero el paciente es

completamente ambulatorio.

3.5 -> Completamente ambulatorio, pero con discapacidad moderada en un SF (1 grado
3)y1lo2SFgrado 2; 02 SF grado 3; 0 5 grados 2 (el resto 0 0 1).

4 -> Completamente ambulatorio sin ayuda, autosuficiente, activo unas 12 horas al dia a
pesar de una discapacidad relativamente grave que consiste en 1 SF grado 4 (el resto 0 o
1), o combinaciones de grados menores que exceden los limites de los puntos anteriores.

Capaz de caminar sin ayuda ni descanso unos 500 metros.

4.5 -> Completamente ambulatorio sin ayuda, autosuficiente, activo una gran parte del
dia, capaz de trabajar un dia completo, puede tener algunas limitaciones para una
actividad plena o requerir asistencia minima; caracterizado por una discapacidad
relativamente grave que generalmente consiste en 1 SF grado 4 (el resto 0 0 1), o
combinaciones de grados menores que exceden los limites de los puntos anteriores.

Capaz de caminar sin ayuda ni descanso unos 300 metros.

5 -> Camina sin ayuda ni descanso unos 200 metros; discapacidad suficientemente
grave para alterar las actividades diarias (por ejemplo, trabajar un dia completo sin
medidas especiales). Generalmente equivale a 1 SF grado 5 solo, el resto 0 0 1; o

combinaciones de grados menores que exceden las especificaciones del grado 4,0.
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5.5 -> Camina sin ayuda ni descanso unos 100 metros; discapacidad suficientemente
grave para impedir las actividades diarias. Generalmente equivale a 1 SF grado 5 solo,
el resto 0 0 1; o combinaciones de grados menores que exceden las especificaciones del

grado 4,0.

6 -> Requiere ayuda intermitente o unilateral constante (baston, muleta u otra ayuda)
para caminar unos 100 metros con o sin descanso. Las equivalencias habituales en SF
son combinaciones con mas de 2 SF grado 3+ 111 6,5 Requiere ayuda bilateral
constante (bastdn, muleta u otra ayuda) para caminar unos 20 metros sin descanso. Las

equivalencias habituales en SF son combinaciones con mas de 2 SF grado 3+.

7 -> Incapaz de caminar mas de 5 metros incluso con ayuda, limitado a silla de ruedas;
se propulsa sin ayuda en una silla de ruedas estandar y realiza las transferencias solo;
activo unas 12 horas al dia. Los SF equivalentes son combinaciones con més de 1 SF

grado 4+; muy raramente, grado 5 en piramidal de forma aislada.

7.5 -> Incapaz de caminar mas de unos pocos pasos, limitado a silla de ruedas, puede
requerir ayuda para las transferencias, se desplaza solo pero no puede desplazarse en
una silla estdndar un dia completo; puede requerir una silla con motor. Los SF

equivalentes son combinaciones con méas de 1 SF grado 4+.

8 -> Basicamente limitado a la cama, silla o silla de ruedas, pero puede estar fuera de la
cama la mayor parte del dia; conserva muchas funciones de autocuidado; generalmente
mantiene el uso efectivo de los brazos. Los SF equivalentes habituales son

combinaciones, generalmente 4+ en varios sistemas.

8.5 -> Béasicamente limitado a la cama gran parte del dia, tiene cierto uso efectivo de los
brazos, conserva algunas funciones de autocuidado. Los SF equivalentes habituales son

combinaciones, generalmente 4+ en varios sistemas.

9 -> Paciente encamado incapacitado, puede comunicarse y comer. Los SF equivalentes

habitualmente son combinaciones, sobre todo grado 4+.

9.5 -> Paciente encamado incapacitado, incapaz de comunicarse de forma efectiva o

comer/tragar. Los SF equivalentes habituales son combinaciones, casi todos grado 4+.

10 -> Muerte debida a EM.
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Anexo 11 .- Criterios de McDonald de 2017.

NUmero Datos
de Numero de lesiones dicional
Brotes adicionales
>2 >2 *
1 (asi como evidencias histéricas bien definidas de un ataque
>2 previo que involucroé una lesién en una ubicacion anatémica *
distinta 1)

>2 1 DIS

DIT o BOCG
> ..

! 22 positivas §
DIS y DIT o

1 1 BOCG
positivas §

* No se requieren pruebas adicionales para demostrar la diseminacién en espacio y
tiempo. Sin embargo, a menos que la RNM no sea posible, se debe obtener una RNM
cerebral en todos los pacientes en quienes se esta considerando el diagnostico de
esclerosis multiple. Ademas, se debe considerar el examen de RNM o LCR de la
médula espinal en pacientes con evidencia clinica y de RNM insuficiente que apoyan la
esclerosis multiple, con una presentacion que no sea un sindrome clinico tipico aislado,
0 con caracteristicas atipicas. Si las imagenes u otras pruebas (por ejemplo, LCR) son
negativas, se debe tener precaucion antes de hacer un diagndéstico de esclerosis maltiple,
y se deben considerar diagnosticos alternativos.

T El diagnostico clinico basado en hallazgos clinicos objetivos de dos ataques es mas
seguro. La evidencia histdrica razonable de un ataque pasado, en ausencia de hallazgos
neuroldgicos objetivos documentados, puede incluir eventos historicos con sintomas y
caracteristicas de evolucion para un ataque desmielinizante inflamatorio previo; al
menos un ataque, sin embargo, debe ser respaldado por hallazgos objetivos. En ausencia

de evidencia objetiva residual, se necesita precaucion.

8Véase apartado 7 de la Introduccion.
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Anexo 1V.- Desérdenes neurologicos presentados por los pacientes de los grupos
ENI y ENNI enrolados en el Objetivo 4.

ENI ENNI

Patologia n Patologia n
Adrenoleucodistrofia 1 Trastorno Bipolar 1
Devic 1 Paresia de Pares Craneales 1
Multirradiculopatia Disinmune 1 Pelizaeus-Merzbacher 1
Vasculitis SNC 1 HIC 6
Keratitis Herpética 1 Paraparesia Espastica 1
Migrafia + Lesiones Desmielinizantes 1 Hematoma Cerebral + Espasticidad 1
EA 1 Sindrome del Tunel Carpiano 1
Fibromialgia +Raynaud 1 Polineuropatia Sensitivo-Motora 1
Neuropatia Funcional + VIH + PTI 1 Hidrocefalia 1
Whipple 1 Aneurisma Cerebral 1
LMP + Uveitis 1
Leucoencefalopatia VIH 1
Ataxia Espinocerebelosa + Parkinsonismo 1

Pars Planitis 1

EA: Encefalitis Autoinmune; HIC: Hipertension Intracraneal; LMP: Leucoencefalopatia
Multifocal Progresiva; PTI: Parputa Trombocitopénica Inmune; SNC: Sistema Nervioso
Central.
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