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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ADEMM Asociacion de Esclerosis Multiple de Madrid ADEMM
AG Acetato de glatiramero

Akt Proteina kinasa B

BHE Barrera hemato-encefilica

BOC Bandas oligoclonales

CIMA Centro de Investigaciones Médicas Aplicadas
CIs* Sindrome clinico aislado

CMH Complejo Mayor de Histocompatibilidad

DE Desviacién estaindar

DNA* Acido desoxirribonucleico

dNTP Nucledtidos

DO Densidad dptica

EAE Encefalitis alérgica experimental

EDSS* Escala expandida del estado de discapacidad
EDTA Etilén-diamino-tetraacético

EGFR* Receptor del factor de crecimiento epidérmico
EM Esclerosis Multiple

EMCD Esclerosis Multiple Clinicamente Definida
EMPP Esclerosis Multiple Primaria Progresiva
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ABREVIATURAS

EMRR
FAMS*
FI3K-Akt
GPTasa
Ig

IL

INF

IM

v
LCR
LFA-1*

LINGO*

LMP
LRR*
MAG*
MBP*
MOG*
MMP
MSFC*

MSQLI*

Esclerosis Multiple Recurrente Remitente
Functional Assessment of Multiple Sclerosis

Via de sefializacién de la fosfatidilinositol-3-kinasa
Guanosina trifosfatasa

Inmunuglobulina

Interleucina

Interferén

Intramuscular

Intravenoso

Liquido cefalorraquideo

Antigeno asociado a la funcién linfocitaria 1
Leucine rich repeat and immunoglobulin domain containing Nogo
receptor interacting protein-1

Leucoencefalopatia multifocal progresiva

Leucine rich repeat

Glicoproteina asociada a la mielina

Proteina basica de la mielina

Glicoproteina mielinica de los oligodendrocitos
Metaloproteinasas de la matriz

Multiple Sclerosis Functional Composite

Multiple Sclerosis Quality of Life Inventory

MSQOL-54" Multiple Sclerosis Quality Of Life-54
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ABREVIATURAS

PE
PEAT
PEM
PESS
PEV
PLP
PKB
RFLP*
RhoA*
RM
SC
SNC
SNP*
Taq
Th*
TNF*
Treg

TrKB*

Receptor Nogo

Glicoproteina de mielina oligodendroglial
Célula precursora del oligodendrocito
Reaccidn en cadena de la polimerasa
Potenciales evocados

Potenciales evocados auditivos de tronco
Potenciales evocados motores
Potenciales evocados somatosensitivos
Potenciales evocados visuales

Proteina proteolipidica

Proteina kinasa B

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién
Ras homolog family member A
Resonancia Magnética

Subcutaneo

Sistema Nervioso Central

Single nucleotide polymorphism
Thermus aquaticus polimerasa

Células T helper

Factor de necrosis tumoral

Células T reguladoras

Receptor de neurotrofina tirosina kinasa B
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ABREVIATURAS

VEB

VHS-6

VLA-4*

VO

VVvZ

Virus Epstein-Barr
Virus herpes simple 6
Antigeno muy tardio 4
Via oral

Virus varicela zdster

*: las abreviaturas con asterisco conservan las siglas de la terminologia anglosajona.
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RESUMEN

Introduccién

La esclerosis multiple (EM) es la enfermedad desmielinizante del sistema
nervioso central (SNC) mas frecuente. A pesar del notable progreso cientifico de los
ultimos aflos, su etiologia sigue siendo desconocida. La hipdtesis patogénica mas
aceptada considera que la EM es fruto de la interacciéon de multiples factores tanto
genéticos como ambientales que desencadenarian una respuesta inmunoldgica
anémala contra el SNC. Los multiples estudios genéticos llevados a cabo en los
ultimos afios han permitido identificar mas de 50 Joc7 diferentes relacionados con el

riesgo de padecer EM.

La proteina LINGO1 es una glicoproteina transmembrana implicada en
fendmenos inhibitorios tanto sobre la maduracién de los oligodendrocitos y la
formacién de mielina, como sobre la supervivencia neuronal y la regeneracién
axonal. Estudios realizados en la tltima decada han sugerido su probable implicacién
en la patogenia de la EM. En este contexto, y en un intento por identificar
marcadores genéticos de susceptibilidad para el desarrollo de EM, decidimos estudiar
dos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) comunes del gen LINGOI (rs9652490

y rs11856808), que se habian asociado con otras enfermedades neurolégicas. Ademas,
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RESUMEN

evaluamos su posible influencia sobre la forma clinica y la edad de inicio de Ila

enfermedad.

Pacientes y método

Incluimos un total de 293 pacientes con EM (159 pacientes con EM
recurrente-remitente, 91 con EM secundaria progresiva, 43 con EM primaria
progresiva) y 318 individuos sanos. Ambos grupos de sujetos mostraban
practicamente la misma proporcién de mujeres y varones (69.3% y 69.5% de
mujeres, respectivamente), y una distribucién de la edad en el momento de inclusién
en el estudio muy similar (media de 43.9 y 43.8 afios, respectivamente). La media de

edad de inicio de la enfermedad, en el grupo de pacientes con EM, fue de 32.8 afos.

En este estudio procedimos a analizar la frecuencia de los genotipos y las
variantes alélicas de los SNPs LZINGO1 rs9652490 y LINGOI1 rs11856808 empleando

la tecnologia KASPar.

Resultados

Las frecuencias de los genotipos de LINGOI 1s9652490 y LINGOI
rs11856808, asi como de sus variantes alélicas, no difirieron significativamente entre

los pacientes diagnosticados de EM y los sujetos control. La frecuencia del alelo
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menor del SNP LINGOI rs9652490 fue 0.171 y 0.167 en el grupo de pacientes con
EM y de voluntarios sanos respectivamente (p= 0.853). En el caso del SNP LINGO!
rs11856808, la frecuencia del alelo menor fue 0.317 y 0.310 en los casos y los
controles respectivamente (p= 0.773). Tampoco detectamos diferencias al realizar
este mismo analisis por subgrupos en funcién del género, la forma evolutiva de EM

ni la edad de comienzo de la enfermedad.

Conclusién

Los resultados de esta tesis sugieren que los genotipos y las variantes alélicas
de LINGOI rs9652490 y LINGO1 rs11856808 no presentan relacién con el riesgo de
padecer EM en la poblacién caucasiana espafiola, y tampoco influyen en la edad de

comienzo de la enfermedad ni en la forma evolutiva de la misma.
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1.- GENERALIDADES DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

La esclerosis multiple (EM) es la enfermedad desmielinizante, crénica y
multifocal del sistema nervioso central (SNC) mads frecuente!. Esta enfermedad se
caracteriza por un curso en brotes y menos frecuentemente progresivo que afecta a
personas generalmente jovenes, con un prondstico variable pero, en la que cerca de
un 50% de los mismos tendran dificultad para caminar tras 15 afios de evolucion?. Es,
por tanto, una de las enfermedades que mas impactan sobre la calidad de vida, no
s6lo de los pacientes sino también de sus cuidadores®. La caracteristica fundamental
de la EM es la aparicidén sucesiva, en cualquier regiéon del SNC, de lesiones
inflamatorias que causan desmielinizacién y dafio axonal, expresandose clinicamente

de forma muy variada dependiendo de la topografia donde asienten dichas lesiones?.

El diagnéstico de la EM es fundamentalmente clinico y recibe cada dia mas
ayuda de las pruebas complementarias, y en especial, de las técnicas de resonancia

magnética (RM), que permiten realizar el diagnéstico de forma mas temprana. Los
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requisitos de diseminacién en espacio y tiempo, junto con la exclusién de otras

enfermedades siguen siendo el eje principal del diagndstico.

Por primera vez disponemos de farmacos que han demostrado ser eficaces en
la disminucién de la tasa de brotes y en alterar el curso natural de la EM,

especialmente cuando son utilizados desde fases precoces de la enfermedad*”.

Sin embargo, han pasado mas de cien afios desde que Carswell, Cruveilhier y
Charcot®!? hiciesen las primeras descripciones de las caracteristicas clinicas y
patologicas de la EM, y a pesar del progresivo conocimiento que va adquiriéndose, la
EM continta siendo una enfermedad enigmatica de la que se desconoce su etiologia,

en la que se intenta comprender su etiopatogenia y prevenir su progresion.

1.1- Aspectos histéricos

La EM se conoce como entidad clinicopatoldgica desde hace mas de 150 afios.
El primer caso descrito en la literatura es el de Santa Lidwina de Schiedam, que vivié
en Holanda entre 1380 y 1433. Se cree que esta Santa padecié la enfermedad, ya que
sufri6 diferentes sintomas neurolégicos de distinta localizacidén que comenzaron en
su adolescencia, con agravamientos y remisiones, y que persistieron hasta su muerte

a la edad de 53 afios!3. Pero tal vez, el primer caso mejor documentado, sea el de
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Augustus Frederic D "Este (1794-1848), nieto ilegitimo del rey Jorge III de Inglaterra.
En su diario personal, dejé una detallada descripcién de sus sintomas a lo largo del
tiempo, aunque no fue diagnosticado en vida, ya que la enfermedad se describié 20
afios después. Su caso fue publicado por Douglas Frith (1948). Otro caso menos
documentado es el del poeta del siglo XIX Heinrich Heine. Parece ser que tuvo una
clinica parecida a la relatada actualmente por los pacientes con EM, con una fase
inicial de recidivas y remisiones, hasta que 20 afios después de los primeros sintomas,

paso a una forma de deterioro neurolégico progresivo'“.

Las primeras descripciones patoldgicas de la EM se deben a Robert Carswell
(1793-1857) y a Jean Cruveilher (1791-1874). El primero de los autores encontrd
unas extrafas lesiones a nivel de la médula espinal en la necropsia de un paciente.
Craswell no logré saber cudl era la causa que las habia originado, ni las asoci6 con los
sintomas de la enfermedad, pero si realizé una descripcién patolégica minuciosa de
las mismas®. Por su parte, Cruveilher publicé un atlas en el que detallé con bastante
precision las caracteristicas anatomopatoldgicas de las lesiones de esta enfermedad,

describiéndolas como “sclerose en taches e iles’ (esclerosis en manchas e islas)°’.

En 1849, Friedrich Theodor von Freichs (1819-1885), fue el primero en
observar que las remisiones eran caracteristicas de la enfermedad. Este autor,
ademads, refirié el nistagmo como signo de la EM y dio una primera descripcién

clinica de un vinculo entre la EM y ciertos trastornos mentales.
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Sin embargo, el primero que reconoce la EM como enfermedad, caracterizada
por la presencia de lesiones diseminadas en el espacio y el tiempo, con fases de
agudizacion y de remisién de los sintomas, es Jean-Martin Charcot (1825-1893)%.
Este autor realizé la primera descripcién clinica completa en un paciente vivo con
EM!" y fue también el primero en correlacionar las observaciones clinicas con los
cambios patoldgicos, acufiando el concepto de esclerosis en placas!?2. Charcot
reconoci6 el nistagmus, el habla escandida y el temblor intencional como elementos
patognomonicos de la enfermedad dando lugar a lo que luego se reconocié como “la
triada de Charcot”, un concepto que hoy se reconoce como erréneo pero que
conserva el mérito de haber sido probablemente el primero de los criterios

diagnésticos para la EM.

Seria un discipulo de Charcot, Pierre Marie (1853-1940), el primero en
intentar esclarecer cudles podrian ser las causas de la enfermedad, proponiendo una
posible etiologia infecciosa. Por otro lado, Eduard Rindfleisch (1836-1908) aporté
nueva informacién sobre la fisiopatologia de la EM describiendo, en 1893, el
componente inflamatorio de la enfermedad. El siguiente gran avance sobre la
patogenia de la EM fue la demostracién en Edimburgo, por parte de James Walker
Dawson (1870-1927)" en 1916, de una intima relacién entre las placas de EM vy los
pequefios vasos sanguineos cerebrales. Afios mas tarde, Elvin Kabat (1914-2000)

observé que el liquido cefalorraquideo (LCR) de los pacientes con EM contenia una
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superior cantidad de gammaglobulinas. Este hallazgo confirmaba la participacion del
sistema inmune en el desarrollo de la enfermedad. En esta misma linea, en 1947,
Tore Broman demostrd la alteracién de la barrera hematoencefilica (BHE) en la

placa de desmielinizacion.

Desde el punto de vista clinico dos hechos merecen especial relevancia en la
segunda mitad del siglo XX. El primero fue la introduccién en 1955, por parte de
Kurtzke!’, de una escala que permitia medir el grado de afectacién de cada paciente.
El segundo hecho fue el establecimiento en 1965 de los primeros criterios

diagnosticos propuestos por Schumacher y cols. .

Las primeras imagenes de tomografia computada en individuos con EM
fueron obtenidas en 1978. Sin embargo, el diagnéstico por imagen se enriqueci6 de
manera sustancial a partir del advenimiento de la RM en 1981, que ampli6
enormemente la comprensién de la enfermedad asi como las posibilidades de
efectuar un diagndstico mas preciso y precoz'. Pronto pudo comprobarse en estudios
postmortem, que las alteraciones encontradas en RM se correspondian con placas de
desmielinizacién y que esta técnica era muy sensible en la detecciéon de dichas
lesiones (mas del 95% de pacientes con EM clinicamente definida (EMCD) tenian
una RM patoldgica)®*??. La introduccién del contraste paramagnético (gadolinio)
permitié averiguar que aquellas placas con captacién del mismo eran placas con

actividad inflamatoria aguda®?.
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1.2- Epidemiologia

Los estudios epidemioldgicos han permitido saber que la EM es la enfermedad
neuroldgica crénica mas frecuente en adultos jévenes en Europa y Norteamérica?.
Estos estudios sugieren que la enfermedad se desarrolla en sujetos genéticamente
predispuestos sobre los que actuaria un factor ambiental en la infancia, antes de los
15 afios. Aunque se ha tratado de identificar el potencial agente ambiental, esto ain
no ha sido posible. Asi, se ha estudiado la relacién de la EM con diferentes
enfermedades infecciosas, sin que por el momento se hayan encontrado resultados
concluyentes. En los ultimos afios, diversos agentes infecciosos se han examinado
como el virus herpes simple 6 (VHS-6), el virus de Epstein-Barr (VEB), el virus
varicela zoéster (VVZ), diferentes especies de Candid?> o la Chlamydia

pneumoniae*®.

La edad de inicio de la EM suele establecerse entre los 20 y los 40 afos,
situdndose la edad de maxima incidencia alrededor de los 30 afios®. Es una
enfermedad mads frecuente en mujeres en una proporcién aproximada de 2:1 3233, Esta
mayor susceptibilidad del sexo femenino podria estar en relacién con factores

hormonales32.

Los estudios de prevalencia muestran una distribucién irregular de la EM en

el mundo, aumentando a medida que nos alejamos del ecuador, tanto en direccién
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norte como en direccién sur3*. Kurtzke® clasificé las regiones del mundo segun su
alta (mas de 30 casos/100.000 habitantes), media (5-25 casos/100.000 habitantes) o
baja prevalencia (menos de 5 casos/100.000 habitantes). Estudios posteriores han
elevado estas cifras de prevalencia, de forma que estas regiones se han reclasificado
quedando de la siguiente manera®: prevalencia alta (mds de 100 casos/100.000
habitantes), prevalencia media (entre 50-100 casos/100.000 habitantes) y prevalencia
baja (menos de 50 casos/100.000 habitantes). Las regiones con mayor prevalencia son
el Norte de Europa, el Sur de Australia y Norte América. En Africa y Asia es
infrecuente y presenta unas caracteristicas clinicas especificas, probablemente
debido a factores raciales. En las tltimas décadas se ha detectado un aumento de la
incidencia de esta enfermedad en algunas regiones, como en el Sur de Europa®-*. En
Espaiia, se han completado diversos estudios de prevalencia que demuestran que nos

encontramos en una zona de riesgo medio (prevalencia de 43-79 casos/100.000)37:40-4,

Es conocido que la tasa de incidencia de la EM puede variar a lo largo del
tiempo, lo que apoyaria la existencia de un factor ambiental®. Se han apreciado
aumentos de incidencia y también disminuciones. Ademads, se han descrito focos y
epidemias. Estas tltimas tuvieron lugar en Islandia y las Islas Faroe, después de la
Segunda Guerra Mundial, y fueron investigadas por Kurtzke®3, El postulé que este
aumento de frecuencia era debido a la presencia de tropas britdnicas en la zona, dos

afios antes, y a un posible factor infeccioso trasmitido por estos soldados.
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Los estudios en emigrantes desde regiones de alta a baja prevalencia indican
que la edad de la adolescencia es crucial para la conservacién del riesgo a padecer la
enfermedad®3>3¢. Aquellos que emigraban a edades tempranas adquirian el riesgo
bajo de su pais de destino, mientras que aquellos que lo hacian a edades superiores a
los 15 afios conservaban el elevado riesgo de padecer EM de su pais de origen3.
Globalmente, los estudios de migracién apoyan la hipdtesis del factor ambiental cuya
influencia en el desarrollo de la EM seria determinante desde los primeros afos de

vida hasta la pubertad.

Los estudios familiares, étnicos y genéticos han permitido constatar la
influencia de distintos factores genéticos en la etiopatogenia de la EM. Mientras el
riesgo de padecer la enfermedad en la poblacién general es de 0.1-0.2%, en los
familiares de primer grado esta tasa aumenta al 3-5%3%°. Cuando ambos padres estdn
afectados la tasa sube al 30%. La concordancia entre gemelos monocigoticos es del
40% y del 3-5% en gemelos dicigdticos, similar al riesgo de los familiares de primer
grado®>2. También se ha podido comprobar que los hijos adoptados por sujetos con
EM no tienen mayor riesgo de padecer la enfermedad que el esperado en la
poblacién general, asi como que esta patologia no aumenta en los esposos de los
individuos afectos. Los estudios étnicos han permitido establecer que existen ciertas
razas con una mayor tasa de incidencia y prevalencia de la enfermedad como la
poblacién escandinava, mientras que otras poblaciones como los lapones, los indios

de Norteameérica, los gitanos o los maories de Nueva Zelanda tienen una incidencia y
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prevalencia muy bajas®**. En este sentido, Poser en 1995, propuso una hipdtesis,
segun la cual, la EM se produciria en las poblaciones con antecedentes escandinavos,

a través de las invasiones vikingas®3.

Por otra parte, los estudios genéticos han identificado como principal
determinante genético para la EM al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH),
localizado en el brazo corto del cromosoma 6. Asi, sabiamos desde hace afios que
ciertos alelos de la regién II del CMH, como el DR2, se asociaban fuertemente con la
enfermedad>4%5. No obstante, no ha sido hasta el advenimiento de los estudios de
asociacién de genoma completo (Genome Wide Association Study, GWAS) cuando
se ha podido identificar mas de 50 Joci diferentes relacionados con el riesgo a
padecer EM>¢¢. Muchas de las variantes alélicas detectadas se localizan en genes con
funciones inmunoldgicas importantes (receptores de IL 2 y 7, CD58, CD6, CD40 y

otros), y la mayoria se asocian con otras enfermedades autoinmunes.

1.3- Anatomia patoldgica

La EM se caracteriza por la presencia de multiples lesiones focales en la
sustancia blanca del SNC, denominadas placas, en las que el hallazgo mas llamativo
es la pérdida de mielina (desmielinizacién) con grado variable de destruccién

axonal®®, Estas lesiones se encuentran en distintos estadios evolutivos, y se localizan
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mas frecuentemente en la sustancia blanca periventricular, en los nervios 6pticos, el
tronco cerebral, el cerebelo y la médula espinal. También pueden aparecer placas en

la sustancia gris, en general subpiales, aunque en menor nimero”.

Las placas tienen un tamafio variable, en general no mayor de 1.5cm de
didmetro, con tendencia a coalescer, resultando en placas de mayor tamaiio. Suele
existir una relacién entre las placas de desmielinizacion y las estructuras vasculares:
casi todas las de pequefio o mediano tamafo estan centradas por una vena, y en las
mayores, esta relacién es evidente en sus margenes, que se extienden a lo largo de

venas que atraviesan y salen de la placa’73,

En funcién del estado evolutivo, las placas de desmielinizacién pueden
dividirse en agudas, en las que el fenémeno patoldgico esencial es la inflamacién, y
crénicas, en las que predomina la desmielinizacién, la degeneracién axonal y la

gliosis cicatricial>747,

Sin embargo, recientes estudios patoldgicos han revelado distintas
alteraciones estructurales e inmunoldgicas en las placas, lo que sugiere distintos
mecanismos patogénicos. Lucchinetti y cols.”®’” han definido mejor estas alteraciones
en una amplia serie de biopsias y necropsias. Por un lado, observaron que las placas
en actividad tenian en comun una disminucién de la densidad de fibras mielinizadas,

un irregular recubrimiento de los axones, asi como la presencia de infiltrados de
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macroéfagos y células microgliales activadas con grdnulos intracitoplasmaticos con
restos de mielina. Pero, también observaron una importante heterogeneidad en el
aspecto inmunopatoldgico. Asi, distinguieron cuatro patrones de desmielinizacién
dependiendo de:

» La distribucién de la pérdida de la mielina.

* La morfologia y extensién de la placa.

» El patrén de destruccién del oligodendrocito.

* La evidencia inmunopatolégica de depdsitos de inmunoglobulinas y

complemento activado.

- Patrones 1 y 2: estos dos patrones comparten diversas caracteristicas y son los que
aparecen mayoritariamente. Existe una desmielinizacién activa caracterizada por una
inflamaciéon mediada por linfocitos T y macréfagos que tipicamente se sitdan
alrededor de vénulas y venas pequefias. Se observa remielinizacién concomitante.
Los margenes de la lesién estan muy bien delimitados. Las proteinas de la mielina
estan todas afectadas por igual. En los bordes de las placas activas, hay una
disminucién variable de oligodendrocitos; en cambio, en las placas crénicas hay un
incremento del numero de estas células. Los dos patrones se diferencian porque en el
segundo hay un acentuado depdsito de inmunoglobulinas, preferentemente IgG y de

complemento activado en las lesiones.
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- Patrén 3: también existe un infiltrado inflamatorio de linfocitos T, macréfagos y
microglia activada. En cambio, el patrén de desmielinizacién no estd centrado
alrededor de vénulas y los margenes de la placa estdn mal definidos. Existe una
pérdida preferente de la glicoproteina asociada a la mielina (MAG) con conservacién
del resto de proteinas de la mielina. Ademas, pueden verse oligodendrocitos
apoptoticos y no hay depésitos de inmunoglobulinas o complemento. En los bordes
de la placa existe una importante pérdida de oligodendrocitos con ausencia
practicamente completa de los mismos en el centro inactivo de la placa. No se ven

placas de remielinizacion.

- Patrén 4: existe un infiltrado inflamatorio perivenoso con macréfagos y linfocitos
T, con ausencia de depdsito de inmunoglobulinas y complemento. La
desmielinizacién esta asociada a la muerte de los oligodendrocitos advertida por la
fragmentacién del ADN, sin que estas células muestren los signos tipicos apoptdticos.
Todas las proteinas de la mielina estan afectadas por igual. No se observan

fendmenos de remielinizacidn.

Estos cuatro patrones pueden indicar distintos mecanismos patogénicos. Asi,
los dos primeros se asemejan a los patrones conocidos de la encefalomielitis alérgica
experimental (EAE), mientras que los patrones 3 y 4 sugieren mas una patologia del
oligodendrocito”. En el patrdn 2, el depésito de inmunoglobulinas y del antigeno C9

del complemento sugiere un importante papel de los anticuerpos en la
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desmielinizacién. En cambio, en el patrén 1 la desmielinizacién parece mediada por
productos segregados por los macrofagos activados, como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). En las lesiones con el patrén 3, la presencia de apoptosis de los
oligodendrocitos y la pérdida de la MAG hacen pensar en una alteracién funcional
del oligodendrocito. Las placas que presentan el patrén 4 comparten con los dos
primeros patrones la distribucién perivenular, el crecimiento radial de la lesion y la
pérdida simultdnea de todas las proteinas. Sin embargo, la fragmentacién del ADN
en los oligodendrocitos, la importante pérdida de estas células y la falta de
remielinizacién sugieren la existencia de una patologia primaria del oligodendrocito.
Este dltimo patrén, sélo se ha descrito en los pacientes con EM primaria progresiva

(EMPP).

1.4- Cuadro clinico

La caracteristica clinica mas llamativa de la EM es su gran variabilidad,
estando los sintomas y signos determinados por la localizacién de las lesiones
desmielinizantes a lo largo del neuroeje. No obstante, las lesiones presentan
predilecciéon por ciertas regiones del SNC (periventricular, nervio éptico, tronco
cerebral, cerebelo, médula espinal) configurdndose complejos de sintomas y signos

mads o menos caracteristicos que permiten su facil reconocimiento.
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1.4.1- Formas clinicas de evolucién

El curso clinico de la EM varia mucho de paciente a paciente. Durante los
primeros afios de la enfermedad, aproximadamente el 85-90% de los enfermos
presentan un curso clinico caracterizado por la apariciéon de episodios o brotes de
disfuncién neuroldgica mds o menos reversibles, que se repiten en el tiempo. Esta
forma clinica es conocida con el nombre de EM remitente-recurrente (EMRR)7
(figura 1). Los brotes se caracterizan por la aparicién de sintomas y signos de
disfuncién neurolégica que se instauran a lo largo de uno o varios dias,
posteriormente se estabilizan y después se resuelven total o parcialmente al cabo de
varias semanas. Para poder hablar de la apariciéon de un brote es necesario que la
clinica dure mds de 24 horas, y debe haber transcurrido un periodo de al menos un
mes entre cada brote para poder decir que ha ocurrido uno nuevo”®. Se conoce
como sindrome clinico aislado (CIS) el primer episodio de disfuncién neuroldgica
altamente sugestivo de enfermedad desmielinizante. Los CIS que mas tipicamente
sugieren la existencia de una EM son la neuritis Optica unilateral, la mielitis
incompleta y un sindrome de tronco cerebral. En los primeros afios de la enfermedad
suele haber una buena recuperacion de los brotes, con lo que el paciente permanece
sin secuelas hasta el siguiente episodio. Tras el brote inicial, mas del 25% presentan
un segundo brote en el afio siguiente y un 50% en los siguientes tres afios®!82. La tasa
de brotes en las fases iniciales de la enfermedad varia segun las series entre 0.8 a 1.3

brotes/afio®82. La frecuencia de los ataques tiende a disminuir con el paso del
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tiempo®?, asi como el grado de recuperacién de los mismos, produciéndose la

aparicion de secuelas neuroldgicas.

Tras 10-15 afios de evolucién, aproximadamente un 50% de los pacientes con
EMRR entran en otra fase de la enfermedad caracterizada por un progresivo
deterioro neuroldgico sin relacién con los brotes, conocida como forma de EM

secundariamente progresiva (EMSP)” (figura 1).

Tan sélo un 10-15% del total de los pacientes muestran un curso progresivo
de la enfermedad, desde el comienzo de la enfermedad, recibiendo esta forma el
nombre de EMPP. Finalmente, existe un numero reducido de estos enfermos que
pueden presentar, tras un curso progresivo, ocasionales exacerbaciones. Esta forma se

conoce con el nombre de forma de EM progresiva recurrente (EMPR)” (figura 1).

EM Remitente-recurrente

EM Secundaria progresiva

EM Primaria progresiva

EM Progresiva-recurrente

%S

Figura 1. Formas clinica de EM.
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1.4.2- Sintomas y signos

La EM puede provocar cualquier sintoma de disfuncion del SNC. A pesar de
esta posible multiplicidad clinica, dado que las lesiones desmielinizantes muestran
predileccion por ciertas areas del SNC, existen complejos de sintomas y signos mas o
menos tipicos de la enfermedad como son la neuritis 6ptica, la mielitis parcial o los

sindromes de tronco cerebral.

A continuacién se analizaran las distintas manifestaciones clinicas que
pueden aparecer en el curso de la EM, que pueden suponer el primer sintoma de la

enfermedad o presentarse durante su evolucién.

Sintomas sensitivos

Se presenta en aproximadamente el 90% de los pacientes a lo largo de la
enfermedad, siendo la manifestacién clinica inicial mds frecuente (alrededor del
40%)33. Son muy variados e incluyen sintomas deficitarios o negativos como son la
hipoestesia y la anestesia, y sintomas irritativos o positivos como son las parestesias,
disestesias y el dolor. Puede encontrase alterada tanto la sensibilidad superficial
como la profunda. En funcién de la localizacién de la lesion, los sintomas sensitivos

pueden afectar a uno o dos miembros, el tronco, la cara, etc.
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Sintomas motores

Las manifestaciones motoras son también habituales en el curso de la
enfermedad, pero aparecen con menor frecuencia al comienzo de la misma
(alrededor del 8%)%. Incluyen debilidad y espasticidad, debido a la afectacién de las
vias motoras centrales, acompafiandose de hiperreflexia y respuesta plantar
extensora. Raras veces la debilidad se acompaiia de atrofia, debido a la presencia de
lesiones medulares que afectan al asta anterior de la médula. El patrén de la
debilidad se suele manifestar en forma de monoparesia, paraparesia, hemiparesia, y,

menos frecuentemente, COmo una tetraparesia.

Un elevado porcentaje de pacientes tienen una espasticidad moderada o
grave, sobre todo en miembros inferiores. La espasticidad, aunque en ocasiones
ayuda a mantener la bipedestaciéon al bloquear las rodillas, puede llegar a ser

dolorosa y muy invalidante.

En un 85% de los pacientes con EMPP la enfermedad se manifiesta en forma

de paraparesia o hemiparesia espastica progresiva®34.

Neuritis 6ptica
Se presenta como sintoma inicial de la EM en aproximadamente un 16% de
los pacientes®3. Generalmente cursa con dolor retro-ocular que aumenta con la

movilizacién del ojo, disminucién de la agudeza visual y/o discromatopsia en el
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campo central de la visiéon. La pérdida total de la percepcion visual es rara. Los
sintomas visuales suelen ser unilaterales, pero pueden ser bilaterales. A la
exploracion, el fondo de ojo suele ser normal (neuritis 6ptica retrobulbar) o, menos
frecuentemente, puede mostrar edema de papila (papilitis). Ademas, puede
observarse un defecto pupilar aferente (pupila de Marcus Gunn). Tras varias semanas

de evolucidn, puede existir palidez de papila como expresidn de una atrofia éptica.

El fenémeno de Uthoff se observa en pacientes con EM y compromiso del
nervio 6ptico, y consiste en episodios transitorios de visién borrosa en el ojo afecto
coincidiendo con periodos de incremento de la temperatura corporal (fiebre,

exposicion solar, ejercicio fisico intenso, etc.)®.

Afectacién del tronco cerebral

Supone la primera manifestacién clinica en aproximadamente el 15-20% de
los enfermos®. La lesiones desmielinizantes que afectan al tronco cerebral pueden
producir una gran variedad de sintomas y signos, en funcién de las estructuras
lesionadas (nucleos de pares craneales y vias nerviosas). Los pacientes pueden
presentar debilidad facial, alteraciones gustativas, pérdida de audicién, vértigo,
disartria y disfagia, etc. Sin embargo, el sintoma mds comun es la diplopia binocular,
siendo la EM la causa mads frecuente de diplopia en adultos jévenes. Habitualmente

suele deberse a una oftalmoplejia internuclear o a una paresia del VI par craneal.
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Sintomas cerebelosos

La EM afecta al cerebelo en un porcentaje elevado de pacientes, produciendo
principalmente temblor, incoordinacién y ataxia. Al igual que ocurre con las
manifestaciones motoras, suele ser menos frecuente al inicio de la enfermedad
(alrededor del 10%) y asociarse a un peor pronostico®. Después de la afectacién de la
via piramidal, representa la segunda forma de presentaciéon mds frecuente en los

pacientes con EMPP384.

Disfunci6n urinaria, intestinal y sexual
Frecuentemente coexisten estos distintos tipos de disfuncion. Las alteraciones
esfinterianas y/o sexuales, como manifestaciones iniciales aisladas, son raras. Sin

embargo, son una afecciéon frecuente en el curso clinico de la enfermedad?¥’.

La alteracién vesical puede presentar tres patrones de afectacién: 1) urgencia
e incontinencia miccional, como manifestacién de fallo en la retencién urinaria; 2)
dificultad en el inicio y mantenimiento de la miccién, secundaria a un fallo en el
vaciado urinario; y 3) fallo mixto. La retencién urinaria puede complicarse con
infecciones urinarias de repeticion. El estreflimiento aparece en mads del 35% de los
enfermos®. La incontinencia fecal es infrecuente pero puede ser socialmente muy

invalidante.
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Tras varios afios de evoluciéon, un elevado porcentaje de los enfermos
presentan alteraciones en la esfera sexual, secundarias a las lesiones de la EM, pero
también a factores psicoldgicos y como efecto secundario de los tratamientos
recibidos®. Los hombres pueden presentar disfuncion eréctil, dificultades en la
eyaculacién, disminucién de la libido y pérdida de sensacién perineal. Las mujeres
pueden referir disminucién de la libido, anorgasmia, lubrificacién vaginal y

sensacion perineal disminuidas.

Alteraciones neuropsiquidtricas

Varios estudios han demostrado recientemente la elevada frecuencia de los
problemas cognitivos en la EM (40-60%)%. Aunque las alteraciones cognitivas suelen
ser leves o moderadas, éstas se han visto relacionadas con la pérdida de la capacidad
funcional de los pacientes. Comunmente se afectan uno o dos dominios cognitivos,
siendo la memoria de evocacién, la atenciéon mantenida y el procesamiento de
informacidn acelerada, los mas frecuentemente afectos®2. Las funciones ejecutivas y
visuoespaciales también se afectan significativamente, pero en un grado menor. Las
areas menos frecuentemente alteradas son la memoria inmediata y remota, y el
lenguaje. Ademas, los pacientes presentan fatiga cognitiva, que se refiere a la peor
ejecucion de las pruebas psicoldgicas repetidas en una misma sesion, lo que parece
relacionarse con los déficits que estos enfermos presentan en la velocidad de

procesamiento mental®'.
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Los problemas psiquidtricos son comunes entre los pacientes y estan

caracterizados por irritabilidad, depresién y ansiedad.

Fatiga

La fatiga es un sintoma frecuente en la EM caracterizado por la falta de
energia fisica o mental que empeora a lo largo del dia. Puede observarse en el 80% de
los enfermos y es una importante causa de discapacidad®®. Su etiologia continua
siendo desconocida. La depresién, los trastornos del suefio y el calor pueden
empeorarla, al igual que otros posibles problemas médicos intercurrentes (anemia,

hipotiroidismo, etc.).

Sintomas paroxisticos

Algunos pacientes con EM refieren la presencia de sintomas transitorios, de
escasa duracion y repetitivos. En ocasiones pueden constituir el sintoma de inicio de
la enfermedad®. Los fendmenos paroxisticos motores incluyen espasmos tdnicos,
movimientos distdnicos, y espasmos faciales, entre otros. Se consideran ejemplos de
fendémenos paroxisticos sensitivos, la neuralgia del trigémino, el dolor neuralgico en
extremidades y el fenémeno de Lhermitte. Segiin los criterios diagnoésticos de
McDonald®, si estos episodios duran mas de 24 horas deben ser considerados como

un brote.
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1.4.3- Progresién de la discapacidad

La EM es la causa mas frecuente de discapacidad no traumadtica entre los
adultos jovenes. La progresiéon de esta discapacidad es muy variable, pero en la
mayoria de los pacientes es lenta. El curso primariamente progresivo se asocia con
una mayor rapidez de la progresién de la discapacidad que en las formas recurrente-
remitente®849.%, En éstas, al cabo de varios afios y cuando los pacientes entran en la
fase secundariamente progresiva, es cuando se acumulan la mayoria de los déficits
neurolégicos que los incapacitan”. Los enfermos que debutan con mas edad suelen
tener un peor pronostico y desarrollar discapacidad de forma mads precoz. Estudios
recientes no han confirmado los hallazgos iniciales que predecian una evolucién mas
agresiva en los varones, en los enfermos con elevada frecuencia de brotes y en

relacidon con determinados sintomas de inicio®.

Con el objetivo de poder valorar la evolucién clinica de los pacientes, se han
desarrollado diferentes escalas cuantitativas. La mas cominmente empleada es la
escala expandida del estado de discapacidad (Expanded Disability Status Scale,
EDSS)'. Es una escala no lineal, de 20 grados del 0 al 10 con incrementos de 0.5
puntos (Anexo 1). Una puntuacién de O se considera normal, mientras que una
puntuacién de 10 corresponde al fallecimiento debido a la EM. La puntuacién se basa
en los hallazgos exploratorios de siete sistemas funcionales (piramidal, sensibilidad,
tronco cerebral, cerebelo, visual, vesical e intestinal, y mental), y en el indice de

deambulacién (auténoma, con apoyo uni/bilateral, limitado a silla de ruedas/cama)
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(Anexo 2).En respuesta a las carencias de la EDSS, la National Multiple Sclerosis
Society Clinical Outcomes Assessment Task Force desarrollé el Multiple Sclerosis
Functional Composite (MSFC)®. Este instrumento incluye, ademads de la valoraciéon
de la deambulacién y la destreza de los miembros superiores, un test cognitivo. Para
evaluar el impacto global de la enfermedad en los pacientes se han desarrollado
diferentes escalas de calidad de vida, entre las mas empleadas en la EM figuran: la
MSQOL-54 (del inglés Multiple Sclerosis Quality Of Life-54)'®, la FAMS (del inglés
Functional Assessment of Multiple Sclerosis)'® y la MSQLI (del inglés Multiple

Sclerosis Quality of Life Inventory)'®.

1.5- Diagnéstico

La EM es una enfermedad que carece de un marcador bioldgico especifico,
por lo que su diagnoéstico requiere la demostracién de la diseminacién temporal y
espacial de las lesiones desmielinizantes en el SNC, junto con la exclusién de otras

patologias que pudieran justificar la clinica del enfermo.

1.5.1- Criterios diagndsticos
A lo largo del tiempo se han propuesto diferentes criterios diagndsticos en un

intento por homogeneizar el diagnoéstico. Inicialmente los criterios diagnésticos eran
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fundamentalmente clinicos. Posteriormente se han aceptado otros en los que las

exploraciones complementarias han ido cobrando cada vez un mayor peso.

Los criterios mdas empleados en los tltimos 25 afios han sido los de Poser y
cols.”. Estos establecfan tres niveles de certeza diagnéstica (EM definida, probable y
posible) y se basaban en los hallazgos clinicos, exploratorios, y los resultados del
andlisis del LCR, y de las pruebas paraclinicas (neuroimagen y potenciales evocados
(PE) fundamentalmente). Estos criterios diagndsticos exigian, para establecer el
diagnostico de EMCD, que los signos o sintomas estuvieran separados por uno o mas
meses, y que se atribuyeran a diferentes regiones del SNC. Si todos los sintomas y
signos podian asociarse a una misma topografia, podian utilizarse las pruebas
paraclinicas para demostrar la presencia de lesiones en otras areas diferentes del
SNC. La presencia de un indice de IgG elevado o bandas oligoclonales (BOC) de IgG
en el LCR establecian el diagndstico de EM definida con ayuda de laboratorio, en
presencia de un solo brote. Los criterios de Poser, no obstante, no definfan unas

condiciones especificas para el diagndstico de los casos de EMPP.

En el afio 2001 se publicaron unos nuevos criterios diagndsticos propuestos
por un grupo de expertos liderados por McDonald¥®. Como ocurria con los previos,
estos criterios se fundamentaban en la demostracién de la diseminacién de las
lesiones en tiempo y espacio junto con la exclusién de otras patologias alternativas.

Sin embargo, en estos nuevos criterios, se le otorgaba una gran relevancia a los
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hallazgos de la RM, ya que por primera vez se admitia la posibilidad de establecer el
diagndstico de EM en pacientes con un tnico episodio clinico, cuando se demostraba
por RM la presencia de lesiones demielinizantes en el SNC diseminadas espacial y
temporalmente. Asi, los criterios de McDonald permitian obtener el diagndstico de
la enfermedad en fases mas tempranas. Por otro lado, estos criterios establecian unos
criterios especificos para el diagndstico de la EMPP. Posteriormente se han
publicado dos revisiones de estos criterios, manteniéndose el esquema diagndstico
(tablas 1 y 2), pero modificindose las definiciones de diseminacién espacial y

temporal basadas en las pruebas complementarias (tablas 3 y 4)103104,

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE EMRR

PRESENTACION CLINICA DATOS ADICIONALES NECESARIOS

> 2 brotes y > 2 areas afectadas en la Ninguno.
exploracién (diseminacién temporo-

espacial demostrada).

> 2 brotes y un drea afectada en la | Diseminacién en espacio:
exploracién  (diseminacién  temporal | - Un brote en otra topografia.

demostrada). - Mediante pruebas complementarias.

Un brote y > 2 dreas afectadas en la | Diseminacién en tiempo:
exploracién  (diseminacién  espacial | - Un nuevo brote.

demostrada). - Mediante pruebas complementarias

Un brote y un drea afectada en la | Diseminacién en espacio y tiempo:
exploracién. - Un brote en otra topografia.

- Mediante pruebas complementarias.

Tabla 1. Esquema diagndstico de EMRR recogido en los criterios de McDonald y cols.

(2001)® y en sus sucesivas revisiones!%3104,
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE EMPP
McDonald vy cols. (2001)3°

- Deterioro neuroldgico progresivo sugestivo de EM

y
- LCR positivo (indice de IgG elevado y/o BOC de IgG positivas en LCR)

y

- Diseminacioén espacial demostrada por:

= Al menos 9 lesiones desmielinizantes en T2 en RM craneal, o
= Al menos 2 lesiones desmielinizantes en RM medular, o
= Retraso de los PEV y 4-8 lesiones desmielinizantes craneales, o menos de 4 lesiones
craneales y una lesién medular demostradas mediante RM
y
- Diseminacién temporal demostrada por:
= Deterioro neurolégico progresivo durante 1 afio, o
= Diseminacién temporal demostrada por RM (nueva lesién captante de gadolinio, sin
relacién con la clinica del episodio inicial, en una RM craneal realizada al menos 3
meses después del 1° brote; o nueva lesién en T2 en una RM comparada con otra

efectuada al menos 3 meses antes)

Polman y cols. (2005)!%

- Deterioro neuroldgico progresivo durante al menos 1 afio
y
- Dos de los siguientes requisitos:
* RM craneal positiva (al menos 9 lesiones desmielinizantes en T2, o al menos 4
lesiones en T2 y un retraso de los PEV)
* RM medular positiva (al menos 2 lesiones desmielinizantes)
= LCR positivo (indice de IgG elevado y/o BOC de IgG positivas en LCR)

Polman vy cols. (2011)104

- Deterioro neurolégico progresivo durante al menos 1 afio

y
- Dos de los siguientes requisitos:

* Diseminacion espacial a nivel cerebral demostrada por la presencia de al menos 1
lesién desmielinizante en T2 en una zona tipicamente afectada en la EM
(periventricular, yuxtacortical, o infratentorial)

» Diseminacion espacial a nivel medular demostrada por la presencia de al menos 2
lesiones desmielinizantes en T2

* LCR positivo (indice de IgG elevado y/o BOC de IgG positivas en LCR)

Tabla 2. Diagndstico de EMPP segun los criterios de McDonald y cols. (2001)% y sus

sucesivas revisiones!03.104,
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En el afio 2005 se publicé una primera revision de los criterios de
McDonald!®, con objeto de incorporar datos y avances obtenidos desde el 2001,
clarificar algunas cuestiones y adaptarse a la practica clinica neuroldgica. Los
cambios principales respecto a los criterios de McDonald originales afectaban a
(tablas 2-4):

= La demostracion de la diseminacién temporal de las lesiones
= La clarificacién del uso de las lesiones medulares

= Lasimplificacién del diagnéstico de la EMPP

Finalmente, en el afio 2011, se ha publicado una ultima revisiéon de los
criterios de McDonald, en la que se han simplificado los requerimientos radiolégicos
de diseminaciéon temporo-espaciall®. Estos criterios permiten establecer el
diagnostico de EM, por primera vez, empleando un solo estudio de RM, lo que a su
vez permite identificar mas precozmente a los individuos afectos de esta enfermedad.

Los criterios diagnosticos de EMPP también se han simplificado (tablas 2-4).

Un punto importante en el diagndstico de esta enfermedad es la exclusién de
otros procesos que puedan simular una EM, como pueden ser: la neurolies, la
neuroborreliosis, el lupus eritematoso sistémico, el sindrome de Sjoegren, la
sarcoidosis, ciertas enfermedades mitocondriales como la enfermedad de Leigh o la
neuropatia éptica de Leber, las leucodistrofias o las enfermedades vasculares, entre

otras®1%,
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DISEMINACION ESPACIAL MEDIANTE PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

McDonald y cols. (2001)

Cumplimiento de 1 de estas 2 condiciones:
- Criterios radiolégicos de Barkhof y Tintoré: cumplimiento de al menos 3 de estas 4
premisas:

* Al menos 9 lesiones en T2 o al menos 1 lesién captante de gadolinio
* Al menos 1 lesién infratentorial

* Al menos 1 lesién yuxtacortical

* Al menos 3 lesiones periventriculares

- Deteccién de al menos 2 lesiones desmielinizantes en RM y LCR positivo (indice de IgG

elevado y/o BOC de IgG positivas en LCR)

Polman y cols. (2005)1%

Cumplimiento de 1 de estas 2 condiciones:
- Criterios radioldgicos de Barkhof y Tintoré: cumplimiento de al menos 3 de estas 4
premisas:

* Almenos 9 lesiones en T2 o al menos 1 lesién captante de gadolinio
* Al menos 1 lesién infratentorial
* Al menos 1 lesién yuxtacortical

* Al menos 3 lesiones periventriculares
Nota: una lesién medular contabiliza como una lesién craneal en el cémputo total de lesiones, tiene

el mismo valor que una lesién infratentorial y si capta gadolinio tiene el mismo valor que una lesién
craneal captante.
- Deteccién de al menos 2 lesiones desmielinizantes en RM y LCR positivo (indice de IgG

elevado y/o BOC de IgG positivas en LCR)

Polman y cols. (2011)104

Cumplimiento de los criterios radiolégicos de Swanton y cols.:
- Al menos una lesién desmielinizante en al menos dos areas del SNC que se afectan
tipicamente en la EM (periventricular, yuxtacortical, infratentorial y medular)

Nota: las lesiones medulares e infratentoriales sintomaticas se excluyen del cémputo de lesiones.

Tabla 3. Demostracién de la diseminacién espacial de las lesiones basadas en pruebas
complementarias, segun los criterios diagnésticos de McDonald y cols. (2001)% y sus

sucesivas revisiones!03.104,
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DISEMINACION TEMPORAL MEDIANTE PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

McDonald y cols. (2001)8

Cumplimiento de 1 de estas 2 condiciones:

- Demostracién de un nueva lesién captante de gadolinio, sin relacién con la clinica
del episodio inicial, en una RM craneal realizada al menos 3 meses después del 1°
brote.

- Demostracién de nueva lesién en T2 en una RM de control comparada con otra

efectuada al menos 3 meses antes.

Polman y cols. (2005)1%

Cumplimiento de 1 de estas 2 condiciones:

- Demostracién de un nueva lesiéon captante de gadolinio, sin relacién con la clinica
del episodio inicial, en una RM craneal realizada al menos 3 meses después del 1°
brote.

- Demostracién de una nueva lesién en T2 en una RM de control, realizada en
cualquier momento, con respecto a otra RM de referencia realizada al menos 30 dias

después del 1° brote.

Polman y cols (2011)104

Cumplimiento de 1 de estas 2 condiciones:

- Demostracién de una nueva lesiéon en T2 o captante de gadolinio con respecto a
una RM de referencia independientemente del momento de realizacién de ésta.

- Demostracién de lesiones asintomaticas captantes y no captantes de gadolinio en

un estudio de RM, independientemente de su momento de realizacion.

Tabla 4. Demostracion de la diseminacién temporal de las lesiones basadas en RM, segun los

criterios diagndsticos de McDonald y cols. (2001)% y sus sucesivas revisiones!%3104,
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1.5.2- Pruebas complementarias
Disponemos de diversas pruebas complementarias que nos ayudan de un
modo definitivo en el diagnéstico de la EM. Estas son la RM, el estudio

inmunoldgico del LCR y el analisis de los PE multimodales.

Resonancia magnética

Hoy en dia, la RM es la técnica mas sensible en la deteccién de las lesiones de
la EM, ya que permite observar lesiones desmielinizantes en al menos el 95% de los
pacientes con esta enfermedad!®. Como consecuencia de esta elevada sensibilidad, y
aunque la especificidad de las lesiones detectadas no es perfecta, la RM se ha
convertido en una herramienta esencial en el diagnoéstico de la EM ya que, ademas,
permite descartar otras enfermedades y evidenciar la existencia de lesiones

desmielinizantes silentes, no sospechadas clinicamente.

Las placas desmielinizantes en RM generalmente son de pequeilo tamafio
(aproximadamente 3-6mm de didmetro) y tienen una morfologia ovoidea con su eje
mayor perpendicular al eje anteroposterior de los hemisferios cerebrales. Sin
embargo, en ocasiones alcanzan gran tamafio debido a la confluencia de varias
lesiones o a la existencia de lesiones grandes denominadas pseudotumorales.
Independientemente de su estadio evolutivo, las placas desmielinizantes aparecen
hiperintensas en secuencias potenciadas en T2, densidad proténica y FLAIR. Este

hallazgo es, sin embargo, poco especifico y solo refleja un aumento en la
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concentracidn tisular de agua libre, no siendo capaz de discernir si la hiperintensidad
es secundaria a edema, inflamacidn, desmielinizacién, pérdida axonal,
remielinizacién y/o gliosis. Esto explica, parcialmente, la débil correlacién existente
entre el volumen lesional medido en las secuencias potenciadas en T2 y el grado de

discapacidad neuroldgica que presentan los pacientes con EM!07:108,

Las placas demielinizantes aparecen hipointensas en las secuencias
potenciadas en T1 y son menos visibles que las detectadas en T2. Comtinmente se las
denomina “agujeros negros”. Su substrato patoldgico varia segin el tiempo
evolutivo. Las placas agudas se ven hipointensas por reflejar edema y cierto grado de
destruccidn celular. Tras la fase aguda, la hiposefial puede desaparecer o disminuir de
tamafio. Las placas crénicas con hiposefial en T1 son persistentes y reflejan

destruccidn tisular irreversible!09-110,

Las lesiones desmielinizantes tienen predileccién a situarse en determinadas
areas del SNC como la sustancia blanca periventricular, el cuerpo calloso, la sustancia
blanca yuxtacortical, los nervios dpticos, el tronco cerebral y la médula espinal. En
esta ultima, las lesiones adoptan una morfologia ovoidea con su eje mayor orientado
craneocaudalmente, habitualmente sin sobrepasar dos cuerpos vertebrales en su
longitud, y con una predisposicién a situarse de forma periférica afectando a los
cordones posteriores. La médula cervical y la dorsal alta son las mas frecuentemente

afectas!!!,
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La utilizacién del contraste paramagnético (gadolinio) intravenoso (IV)
permite detectar aquellas placas con actividad inflamatoria. El gadolinio puede verse
debido a que en esa zona hay una ruptura de la BHE produciéndose una
extravasacion del contraste al parénquima!'2. La captacién de contraste IV suele
durar 1 6 2 meses, aunque en un reducido porcentaje de casos su duracién es

superior (generalmente inferior a 4 meses)!!3.

Se han propuesto diversos criterios radioldgicos de diseminacién espacial de
las lesiones para el diagnéstico de la EMRR (tabla 3). La ultima revisién de los
criterios de McDonald!® ha incluido los criterios radioldgicos descritos por Swanton
y cols.!'* debido a su elevada sensibilidad y moderada especificidad!!*!Y7, siendo mas
sencillos y menos restrictivos que los propuestos por Barkhof y Tintoré!'®11°. Estos
criterios exigen la existencia de al menos una lesiéon desmielinizante en al menos dos
areas del SNC que se afectan tipicamente en esta enfermedad (periventricular,

yuxtacortical, infratentorial y medular)!!4.

También se han propuesto diversos criterios radiolégicos de diseminaciéon
temporal de las lesiones para el diagnéstico de la EMRR (tabla 4). Los nuevos
criterios diagndsticos también permiten establecer el concepto de diseminacion
temporal por RM de forma mads sencillal™. La gran novedad con respecto a los

criterios previos, se basa en la posibilidad de establecer la diseminacién temporal con
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un solo estudio de RM, en el que se identifiquen simultineamente lesiones
desmielinizantes asintomaticas captantes y no captantes de gadolinio. Igualmente, la
diseminaciéon temporal puede apoyarse en la deteccion de una nueva lesion
hiperintensa en secuencias T2 o de una nueva lesién captante en una RM de control,

independientemente del tiempo transcurrido con respecto a la RM de referencia.

Examen de liquido cefalorraquideo

El analisis del LCR proporciona una importante informacién en la EM. El
LCR puede considerarse como una laguna del espacio extracelular dentro del SNC.
Los solutos, tales como la IgG y la albumina, que se hallan en el espacio extracelular
del SNC, penetran en los 150cc de LCR y se recambian unas tres veces al dia. Por
ello, el examen del LCR refleja el contenido del espacio extracelular del SNC tanto
en condiciones normales como patoldgicas. El mayor atractivo del estudio del LCR
en la EM es que pone de manifiesto el caracter inflamatorio de esta enfermedad. Por
otro lado, su analisis también es de gran ayuda en el diagnéstico diferencial,

descartando otras patologias.

El perfil del LCR de los pacientes con EM se caracteriza por presentar como
rasgos generales!?:
- Aspecto transparente y presiéon normal.
- Pobre celularidad (0-5 células/mm3). En aproximadamente el 35% de los

pacientes existe un aumento de la celularidad, y s6lo en un 5% el numero de
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leucocitos es superior a 15 células/mm3. Recuentos superiores a 50 células/mm3
son excepcionales y deberian hacer dudar del diagnéstico Las células son de
predominio linfocitario, principalmente linfocitos T.

- Proteinas totales normales. En torno al 20% de los enfermos la cifra de
proteinas totales estd aumentada, siendo excepcional alcanzar niveles
superiores a los 100 mg/dl. La glucosa del LCR de los pacientes con EM no se

encuentra alterada.

Estudio inmunoldgico del LCR

El examen inmunolégico del LCR es un estudio de gran valor en la EM ya que
nos permite comprobar cémo las alteraciones del SNC, presentes en esta enfermedad,
tienen un origen inflamatorio. De las diversas técnicas existentes, las mads
importantes son aquellas que detectan una respuesta humoral inmune dentro del
SNC. Esto es debido a que la mayoria de los pacientes con EM tienen un incremento
de la sintesis intratecal de IgG. Para su deteccién, se utilizan tanto métodos

cuantitativos como cualitativos:

- Métodos cuantitativos: estos métodos calculan la produccién local de IgG en

el SNC a través de diversas féormulas con las que se separa el componente
producido dentro del SNC (sintesis intratecal) del procedente del suero!?-14,
Uno de los indices mas empleados es el de Tibbling y Link o indice de IgG. Este

se calcula dividiendo el cociente de IgG LCR/suero por el cociente de albimina
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LCR/suero. Un valor superior a 0.78 es anormal y se observa en

aproximadamente un 85% de los pacientes con EMCD!%.

- Método cualitativo: tiene una sensibilidad mayor que los anteriores!2%126-128,

Este método permite detectar la presencia de BOC de IgG en el LCR y el suero
de los pacientes. El isoelectroenfoque es la técnica mads sensible para la
deteccion de estas bandas!?13, separando las inmunoglobulinas en funcién de
sus diferentes puntos isoeléctricos. Se pueden encontrar varios tipos de
patrones de BOC (figura 2)!%:

» Patrén policlonal en el suero y el LCR: no se identifican BOC. Este
patron es el que aparece en personas sanas.

* Patréon de BOC idéntico en el suero y el LCR (patrén “en espejo”): se
detectan algunas BOC que se distinguen del fondo policlonal, iguales en
el suero y el LCR. Traduce una respuesta humoral sistémica con paso de
inmunoglobulinas del suero al LCR. No hay respuesta intratecal.

* Patrén de BOC en el suero y el LCR con bandas adicionales en este
ultimo: denota la existencia de una respuesta sistémica y, ademas,
intratecal. Este patrén estd presente en casos de EM y de infecciones del
SNC.

= Patréon de BOC exclusivamente en el LCR: existe una respuesta

intratecal aislada. Este es el patrén tipico de la EM.
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Suero LCR

Figura 2. Bandas oligoclonales presentes en el LCR y ausentes en suero

* Patrén monoclonal en el suero y el LCR: se aprecian en el suero y en el
LCR de 3 a 5 bandas espaciadas regularmente. No existe sintesis

intratecal. Este patron es tipico de las paraproteinemias.

Potenciales evocados

Aunque en los tltimos afios han perdido protagonismo por el auge de la RM,
son una técnica util para el diagndstico de la EM. Son sensibles, objetivos, facilmente
reproducibles y capaces de detectar lesiones clinicamente silentes, confirmando la
multifocalidad lesional. Son exploraciones que miden la velocidad de conduccién de
distintas vias nerviosas tras la aplicaciéon de un estimulo sensorial. Tienen una

morfologia, latencia y amplitud caracteristicas para cada modalidad.
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La anomalia mas frecuente de los PE de pacientes con EM es el
enlentecimiento de la conduccién nerviosa, con prolongaciéon de las latencias e
interlatencias de las ondas, hallazgos que reflejan la desmielinizacién caracteristica
de esta enfermedad. En ocasiones, ademads, se afiaden alteraciones en la amplitud y
anomalias morfoldgicas de las ondas, con distorsiéon e incluso abolicién de las
mismas. Sin embargo, estas alteraciones no son especificas de la EM, por lo que
deben ser valoradas junto con la clinica del paciente y el resto de las pruebas

complementarias.

En funcién del estimulo empleado, existen diferentes modalidades de PE:
visuales (PEV), auditivos de tronco (PEAT), somatosensitivos (PESS) y motores

(PEM).

- PEV: traducen la respuesta de la corteza visual a la estimulacion de la retina.
En condiciones normales, se obtiene una onda positiva en torno a los 100ms,
conocida como onda P100. Los PEV son muy sensibles para detectar
desmielinizacién en las vias 6pticas. Estan alterados en el 90% de los enfermos
que han padecido una neuritis dptica y, en algunas series, hasta en el 45% de

los pacientes con EM sin evidencia clinica de haber sufrido tal afectacion!®!.

- PEAT: reflejan la conduccion a lo largo de las vias auditivas en respuesta a un

estimulo sonoro. Se pueden distinguir cinco ondas:
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* Onda I: corresponde al potencial generado por el nervio acustico.

* Onda II: corresponde al nucleo coclear.

* Onda IIT: corresponde al ntcleo olivar superior.

* Onda IV: corresponde al lemnisco lateral.

* Onda V: corresponde al coliculo inferior.
Las ondas II-V, al originarse en diferentes estructuras del tronco del encéfalo,
pueden alterarse en la EM. Estos potenciales son menos sensibles que los PEV,
resultando normales hasta en el 50-60% de los pacientes con sintomatologia de

tronco cerebral’3?.

- PESS: son utiles para explorar las vias que discurren por los cordones
posteriores medulares hasta el cortex sensitivo, empleando una estimulacién
eléctrica transcutdnea. La estimulacién puede realizarse en los miembros
superiores o inferiores. Sin embargo, al igual que ocurre con los PEAT, su
sensibilidad es modesta, siendo normales hasta en el 20-30% de los pacientes

sintomaticos!32,

- PEM: permiten evaluar la situacién de la via piramidal, utilizando una
estimulacién magnética transcraneal capaz de generar una diferencia de
potencial que despolarice las neuronas de la corteza motora. La sensibilidad de

estos potenciales asimismo es reducida (55%)!3.
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1.6- Tratamiento

El tratamiento de la EM se puede dividir fundamentalmente en tres grandes
apartados:
- Tratamientos con base inmunoldgica
- Tratamientos sintomadticos

- Tratamiento rehabilitador

1.6.1- Tratamientos con base inmunoldgica

En los ultimos 15 afios se han experimentado cambios importantes en el
tratamiento de la EM, gracias a los estudios sobre la patogenia de la enfermedad. La
mejor comprension de los mecanismos inmunolégicos implicados en la EM ha
suscitado el importante papel de las terapias con base inmunolégica. Dentro de este
grupo de tratamientos se distinguen:

* Tratamiento de los brotes

=  Tratamientos modificadores de la enfermedad

Tratamiento de los brotes
Se recomienda tratar aquellos brotes que cursan con sintomas discapacitantes

o muy molestos para el paciente, con el objetivo de acelerar la recuperacion. El
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tratamiento de eleccidn es la metilprednisolona a altas dosis (500mg-1 g/24h) por via
intravenosa durante 3 a 5 dias, seguido o no de pauta de descenso oral'3*1%. Estas
dosis de metilprednisolona también se han empleado por via oral, aunque con
resultados dispares’® 3. Los efectos secundarios de las altas dosis de
metilprednisolona son discretos y habitualmente bien tolerados, aunque se han
observado trastornos hidroelectroliticos, alteraciones mentales, trastornos gastricos e

hiperglucemias entre otros.

En ausencia de respuesta a los corticoides se puede administrar
inmunoglobulinas por via intravenosa o realizar plasmaféresis. Se ha observado una
mejoria moderada o importante en el 42% de los tratados comparados con el 6%

observado en el grupo placebo!®.

Tratamientos modificadores de la enfermedad
En los ultimos afios, diversos firmacos han demostrado importantes efectos
beneficiosos en los pacientes con EM, modificando la historia natural de la
enfermedad:
* Disminucién de la tasa de brotes
= Reduccién de la progresién de la discapacidad

= Reduccion del acimulo de lesiones en la RM
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Los farmacos de primera linea para el tratamiento de la EMRR son los
interferones-f3 (INF-f) y el acetato de glatiramero (AG). También puede utilizarse el
natalizumab y el fingolimod como tratamiento inicial en pacientes con EMRR de
comienzo agresivo. Ante un fracaso terapéutico con los tratamientos de primera
linea, se pueden emplear también estos dos ultimos farmacos, y la mitoxantrona
cuando han fallado todos los anteriores. Otra alternativa terapéutica, reservada para
pacientes que no han respondido a estos tratamientos, la constituyen otros farmacos
inmunosupresores (azatioprina, metotrexate, ciclofosfamida), las inmunoglobulinas

IV, los corticoides y la asociacién de medicamentos (figura 3).

Varios INF- (Avonex®, Betaferon®, Extavia®)*¢ y el AG’ han demostrado
retrasar la tasa de conversién a EMCD en pacientes tratados desde el primer brote,
por lo que actualmente estd aprobada su utilizacién en pacientes que hayan sufrido
un CIS en los que el diagndstico de EM puede realizarse mediante las pruebas

paraclinicas.

En las formas de EMSP con brotes se utilizan de primera linea el INF-} 1b
(Betaferon®, Extavia®) y el INF-f3 1a de administracién subcutanea (SC) (Rebif®). Si
no se obtiene respuesta con estos INF-f, se puede intentar el tratamiento con
farmacos inmunosupresores (mitoxantrona, azatioprina, metotrexate Yy

ciclofosfamida).
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Desgraciadamente, en la actualidad no se dispone de ningtn tratamiento que

haya demostrado eficacia en las formas EMPP.

Azatioprina
Metotrexate
Ciclofosfamida
Corticoides
Inmunoglobulinas
Tratamiento combinado

3° ESCALON

2° ESCALON Natalizumab / Fingolimod
Mitoxantrona

19 ESCALON Interferon-p / Acetato de glatiramero
Natalizumab® / Fingolimod?

Figura 3. Escalado terapéutico en el tratamiento de la EMRR (a: firmacos de 12 linea en el

caso de EMRR de comienzo agresivo).

Interferones
El INF-B es el primer agente que ha demostrado eficacia para modificar la
historia natural de la EM en diversos ensayos clinicos, aleatorizados y doble ciego.

Ha demostrado ser ttil en las formas EMRR y en las formas EMSP con actividad
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inflamatoria clinica (brotes), asi como en retrasar la conversion a EMCD cuando se
emplea precozmente tras un primer episodio desmielinizante. Sin embargo, no se

han obtenido resultados beneficiosos en pacientes con EMPP.

Se trata de un firmaco desarrollado mediante ingenieria genética. El
mecanismo de accién del INF-B es pleotrépico con un amplio rango de efectos. Si
bien, su accién principal es antiinflamatoria reduciendo a nivel de la sangre
periférica la expresién de las moléculas del CMH de clase II, disminuyendo la
liberacién de citoquinas proinflamatorias (Th1), aumentando la de antiinflamatorias

(Th2), y preservando la integridad de la BHE.

Existen en el mercado diferentes preparaciones de INF-f3, cada una con sus

diferentes caracteristicas de dosis, via y frecuencia de administracion:

- INF- 1b (Betaferon®, Extavia®): fue el primero en demostrar su eficacia en la

EM, con una reduccion en la tasa de brotes de un 30%, en la severidad de las
recaidas y en la carga lesional en T2 medida por RM, asi como en el numero de
lesiones activas. La dosis que demostré ser eficaz fue la de 8 millones de
unidades SC cada 48 horas!#!-143, En pacientes con EMSP ha mostrado un retraso
en la progresion de la enfermedad entre 9 y 12 meses!*. Ademads, un reciente
estudio ha revelado como su utilizacién precoz, después del primer episodio,

retrasa la aparicion del segundo brote®.
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- INF-B 1a (Avonex®): este INF-f3 se administra por via intramuscular (IM) en

una tnica dosis de 6 millones de unidades una vez a la semana. Ha demostrado
ser eficaz para disminuir la progresion de la enfermedad, la tasa de brotes en un
32%, asi como la carga lesional en T2 y el numero de lesiones activas en RM !4
147 Es el primer tratamiento que demostré retrasar la conversién a EMCD

cuando era empleado precozmente en pacientes que habian sufrido un CIS*

- INF-B la (Rebif® 22-44): es un firmaco igual que el anterior. La via de
administracién es SC y se pueden utilizar dos dosis: 22 y 44 ng, administrados
tres veces en semana. El estudio PRISMS demostré que disminuia la tasa de
brotes en un 27% y un 33% (en la dosis baja y en la dosis alta respectivamente),
la severidad de los mismos, reduciendo asimismo la progresién de la
discapacidad. Los resultado de RM también fueron muy favorables!'®. Se realizo6
una ampliacién del estudio anterior hasta un seguimiento de 4 afios
demostrando que el beneficio clinico y radiolégico se mantenia durante ese
periodo de seguimiento, con unos mejores resultados en el grupo que recibia la
dosis de 44 pg'®. Rebif® también parece ser capaz de retrasar la tasa de

conversion a EMCD en pacientes tratados desde el primer brote>.

A excepcion de casos puntuales el tratamiento con INF- es seguro y en

general bien tolerado. Los efectos secundarios suelen ser leves o moderados'’. Las
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reacciones locales en el punto de inyeccién son frecuentes, pudiendo producir
necrosis cutanea®. Un elevado porcentaje de pacientes padecen un sindrome
pseudogripal que suele desaparecer en los primeros meses de tratamiento!2. Sus
sintomas se pueden minimizar con la escalada de dosis, afiadiendo paracetamol,
antiinflamatorios no esteroideos o dosis bajas de esteroides. Otros efectos adversos
menos frecuentes incluyen: aumento de la espasticidad, trastornos menstruales y
depresion, entre otros'*®. Las alteraciones de laboratorio habituales son leucopenia e
hipertransaminemia, y menos frecuentemente la presencia de anticuerpos
antitiroideos'. La hepatotoxicidad severa es rara, aunque se han descrito casos de

lesién hepatica grave!>.

Acetato de galtiramero (Copaxone®)

Se trata de un oligopéptico sintético de 4 aminoacidos con una antigenicidad
similar a la de la proteina basica de la mielina (PBM). Su principal mecanismo de
accion se basa en la unién al CMH, en lugar de la PBM, compitiendo en la unién al
receptor del linfocito T, alterando la respuesta inmune e induciendo una respuesta

Th2 supresoral>*1%. Se administra diariamente, por via SC, una dosis inica de 20mg.

En los ensayos clinicos realizados en pacientes con EMRR, el AG ha mostrado
una reduccién de la tasa de brotes en un 33%, de la progresién de la discapacidad, del
acimulo lesional en T2, asi como de la aparicion de lesiones captantes en RM 15618,

Recientemente, el estudio PRECISE ha demostrado como Copaxone® también es
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capaz de retrasar la conversion a EMCD en pacientes tratados desde el primer brote’

. Por el contrario, no ha demostrado eficacia en la formas EMSP ni EMPP.

Habitualmente este farmaco es bien tolerado'™'*. Sus principales efectos
secundarios son alteraciones cutdneas leves en el punto de inyeccién, y una reaccién
sistémica postinyeccion, transitoria e impredecible, consistente en enrojecimiento
facial, disnea, dolor toracico, palpitaciones y ansiedad presente en un 15% de los

pacientes!>6-17,

Natalizumab (Tysabri®)

Es un anticuerpo monoclonal recombinante dirigido contra la subunidad o4
de las integrinas, moléculas de adhesion expresadas en la superficie de todos los
leucocitos, a excepcién de los neutrdfilos. Este formaco, al unirse a la integrina a4f1,
imposibilita la interaccién con su receptor en la superficie del endotelio vascular, lo
que dificulta la migracién de los linfocitos activados a través de la BHE'C. Se

administra una dosis de 300mg por infusién IV, cada 4 semanas.

Dos ensayos clinicos han demostrado su eficacia en pacientes con EMRR. El
estudio AFFIRM compar6 natalizumab frente a placebo, y observé una reduccién de
la tasa de brotes del 68%, de la posibilidad de progresién, asi como de la carga
lesional en T2 y del nimero de lesiones activas en RM!®!. Posteriormente, el estudio

SENTINEL compard natalizumab frente a placebo en pacientes que tomaban
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Avonex® y que siguieron tomdndolo durante el estudio. Se detecté una reduccién de

la tasa de brotes del 54%, asi como de la posibilidad de progresion a 2 afios!é%.

Se han descrito varios casos de leucoencefalopatia multifocal progresiva
(LMP) asociados al tratamiento con natalizumab. En una revisiéon de 3.000 pacientes
que habian recibido el fairmaco, el riesgo de desarrollar una LMP tras una exposicién
media de 17.9 meses se estim6 en 1/1.000'¢3. Es, por tanto, esencial la monitorizacién
exhaustiva de los pacientes con EM que reciben este tratamiento. Otros efectos
adversos observados durante la utilizacién de natalizumab son reacciones alérgicas,

edema periférico, fatiga y ansiedad!6!-162,

Fingolimod (Gylenia®)

Es un andlogo de la esfingosina que altera la migracién linfocitaria
provocando un secuestro de los linfocitos en los ganglios linfaticos. Se administra

diariamente, por via VO, una dosis tinica de 0.5mg.

Ha demostrado ser eficaz en pacientes con EMRR disminuyendo la tasa de
brotes, la progresién de la discapacidad, asi como la carga lesional en T2 y la
apariciéon de lesiones captantes de gadolinio'®. Recientemente, un estudio ha
revelado la superioridad de este fairmaco frente a Avonex® en la reduccién de la tasa

de brotes y la actividad en RM en pacientes con EMRR!®.
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Entre sus efectos secundarios se han descrito casos de mnasofaringitis,
infecciones por virus herpes, alteraciones en la frecuencia cardiaca, disfuncién

hepatica y edema macular.

Otros agentes

- Mitoxantrona: es un derivado sintético de la antraciclina con elevada
actividad antitumoral y efecto inmunosupresor. Varios ensayos clinicos han
demostrado su efecto favorable sobre la tasa de brotes, la progresiéon de la
discapacidad y los hallazgos en RM!%1¢7. Se ha aprobado su uso para formas
agresivas de EMRR o de EMSP en las que hayan fracasado otras terapias!®®. No
obstante, debe tenerse en cuenta su potencial efecto cardiotéxico que limita su
uso crénico, asi como la posibilidad de desarrollar neoplasias hematoldgicas!¢®.

Se administra por via IV trimestralmente.

- Azatioprina: es un derivado de la mercaptopurina que tiene efectos
inmunosupresores no especificos, por su acciéon antimetabolito de la purina. Los
efectos primarios de este firmaco estan dirigidos contra las células que se
dividen rapidamente, dando como resultado la inhibicién de la inmunidad
celular y humoral. Se administra diariamente por via oral (VO). En los
pacientes con EM no se conocen bien sus efectos y son necesarios ensayos
clinicos aleatorizados y controlados con suficiente nimero de paciente. Se

dispone de una revisiéon de la Cochrane que concluye que azatioprina podria
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emplearse como una alternativa al tratamiento con INF-f3 al reducir la tasa de
brotes en pacientes con EM!®. Entre sus efectos adversos mas frecuentes
figuran la leucopenia y la hepatotoxcicidad reversibles, y los efectos sistémicos
(nduseas, vémitos, fiebre). Sin embargo, su efecto secundario mas temido es un

aumento tedrico del riesgo de cancer tras 10 afios de tratamiento continuo!'”°.

- Metotrexate: es un inmunosupresor analogo del acido félico con efectos
inhibitorios sobre la generacién de mediadores de la inflamacién. Se administra
una dosis semanal por VO. Existe un ensayo aleatorizado, doble ciego,
controlado con placebo que sugeria que este inmunosupresor parecia reducir la
progresion en las formas EMSP y EMPP'”!. Sin embargo, no ha demostrado un
beneficio claro en el EDSS y arroja los mejores resultados en las medidas de la
funcién de las extremidades superiores. Existe, ademds, una revisién de la
Cochrane que aprecia una tendencia no significativa de este agente para la
reducciéon del numero de brotes y la progresion!’2. Sus efectos adversos
incluyen: diarrea, estomatitis ulcerosa, disfuncién hepatica, alopecia,

pancitopenia y neumonitis intersticial, entre otros.

- Ciclofosfamida: es un agente alquilante con propiedades antimitdticas e

inmunosupresoras. Los resultados de los ensayos clinicos reflejan que el
régimen de induccién dnica no produce remisiones duraderas, mientras que la

terapia IV intermitente parece disminuir la actividad de la enfermedad en las
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formas con actividad inflamatoria clinica (brotes) o radiolégica (lesiones
captantes de gadolinio)!’®. Posibles efectos secundarios son: nauseas, vomitos,
alopecia, alteraciones menstruales e infertilidad, cistitis hemorragica y aumento
del riesgo de neoplasias (leucemia, cancer vesical). Debido a su potencial
toxicidad, este firmaco se reserva para pacientes con EM rapidamente

progresiva que no han respondido a otros tratamientos.

- Cladribina: es un inmunosupresor andlogo de la adenosina autorizado, en la
actualidad, para la leucemia de células peludas. En el estudio CLARITY se
evaluo la eficacia de una pauta de dosis acumulada de cladribina VO frente a
placebo en pacientes con EMRR. Como resultados se observé una disminucion
del 58% en la tasa de brotes, junto con una reduccién de la progresiéon de la
discapacidad y de la actividad en RM!“ Entre los efectos secundarios mads
comunes figuran: linfopenia, cefalea y nasofaringitis. Actualmente este firmaco

esta pendiente de aprobacidn para su uso en pacientes con EM.

- Otros muchos tratamientos se encuentran en fase de ensayo clinico, entre los

que destacan: laquinimod, teriflunomida, daclizumab, alentuzumab, terapia con

células madre, etc.
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1.6.2- Tratamientos sintomaticos
Muchos pacientes con EM van a ir desarrollando a lo largo de su enfermedad

sintomas y secuelas que pueden mejorar o aliviarse con diversos tratamientos.

Espasticidad

Existen diversos firmacos que han demostrado ser tutiles en disminuir la
espasticidad de estos enfermos. Entre ellos tenemos el baclofén, la tiazinidina o el
dantroleno!”. En ocasiones puede ser necesaria la infiltracién con toxina botulinica
en aquellos musculos mas afectados'’®. Recientemente se ha demostrado la eficacia
de los cannabinoides en el tratamiento de la espasticidad en pacientes con EM!7’. En
los casos severos la bomba de liberacién intratecal de baclofén ha mostrado una

eficacia sustancial.

Fatiga crdonica

Se trata de un sintoma muy frecuente pero de dificil solucién. Es importante
detectar factores tratables que puedan contribuir a la fatiga, como trastornos del
suefio, depresidon, anemia o disfuncién tiroidea. Se utilizan firmacos como la
amantadina, modafinilo o los antidepresivos inhibidores de la recaptacién de la

serotonina para intentar combatirla.
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Dolor neuropitico
Sintoma que produce una importante disminucién en la calidad de vida. Se
trata con firmacos anticomiciales como la carbamacepina, la gabapentina, o la

pregabalina, asi como con antidepresivos triciclicos.

Vejiga neur6gena

La restriccion vespertina de liquidos o el vaciado frecuente puede ser util en
la hiperreflexia del detrusor. Los farmacos anticolinérgicos, como la oxibutinina o la
tolterodina, pueden mejorar este problema. En casos seleccionados puede
administrarse toxina botulinica intravesical. La hipofuncién del detrusor puede

tratarse con cateterismos intermitentes y si no es posible, sondaje permanente!’s.

Estrefiimiento
Su tratamiento incluye una dieta rica en fibra y abundante ingesta de
liquidos. Se pueden utilizar, ademads, laxantes, supositorios de glicerina o enemas

ocasiones.

Disfuncién sexual
En la disfuncién eréctil masculina se puede emplear el sildenafilo oral y como
alternativa la inyeccién intracavernosa de prostaglandina El. La sequedad vaginal

puede responder a la aplicacién local de cremas de estrégenos o lubricantes.
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Depresion

La discapacidad asi como la incertidumbre en el prondstico de la EM, hacen
que la depresién tenga una alta prevalencia. Los firmacos mds comunmente
utilizados son los antidepresivos triciclicos o los inhibidores de la recaptacion de la

serotonina.

1.6.3- Tratamiento rehabilitador

Este tipo de tratamientos estan disefiados en base al enfoque multidisciplinar
que debe darse a la enfermedad. De esta manera es importante que los tratamientos
anteriores se acompaiien, cuando sea necesario, de fisioterapia, logopedia, terapia
ocupacional, rehabilitacién cognitiva etc.'”. Si la discapacidad evoluciona se pueden
introducir progresivamente ayudas técnicas o adaptaciones para las actividades de la
vida diaria. Un buen programa de rehabilitacién proporciona beneficios tanto fisicos
como psicoldgicos. Este tipo de tratamientos son especialmente ttiles en mejorar la

calidad de vida de los pacientes con EM!8.
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2.- FISIOPATOGENIA DE LA EM

2.1- Etiologia de la EM

Los numerosos estudios realizados sobre la EM sugieren que esta enfermedad
estaria desencadenada por un factor ambiental, probablemente un agente infeccioso,
que actuando sobre un individuo con una determinada susceptibilidad genética,
desencadenaria una respuesta autoinmune responsable de la lesion del SNC 81182, Sin

embargo, los intentos por aislar un gen tnico o un microorganismo han fracasado.

2.1.1- Factores genéticos

Los estudios epidemioldgicos han establecido que la susceptibilidad a la EM se
debe en parte a factores genéticos. Al compararse con la poblacién general, los
familiares de primer grado de pacientes con EM muestran un aumento de 20-40
veces el riesgo de padecer esta enfermedad (tasa del 3-5%)3¢. Los estudios en
gemelos han demostrado de forma consistente que la tasa de concordancia entre
gemelos monocigéticos es mayor que entre gemelos dicigéticos (40% y 3-5%
respectivamente), lo que proporciona una evidencia adicional de la predisposicion

genética a padecer esta enfermedad. Por otro lado, la elevada tasa de discordancia
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incluso entre gemelos monocigéticos (en torno al 60%), hace mas probable que la

EM tenga una herencia poligénica!® e indica la presencia de un factor ambiental.

Los estudios genéticos de ligamiento y asociacién alélica han identificado
como principal determinante genético para la EM a la regién II del CMH, localizado
en el brazo corto del cromosoma 684 Los primeros trabajos realizados en
pacientes caucasianos de descendencia noreuropea, ya mostraban la asociacién entre
la EM y el alelo HLA-DR2, y su correspondiente haplotipo DRB1*1501-DQA1*0102-
DQB1*060254%. No se conoce con certeza el mecanismo subyacente a esta asociacion,
pero se cree que puede guardar relacién con la capacidad de estas moléculas para
presentar antigenos a las células T reactivas. También existian algunas descripciones
de asociacién de la EM con el HLA-DR3 en Cerdefa'®®, y con el HLA-DR4 en areas
del Mediterrdneo y las Islas Canarias'®1%. Estudios realizados en la ultima década
sugieren, ademas, que regiones del HLA de clase I (HLA-A*02, HLA-A*03) también

tendrian un papel primario en modificar la susceptibilidad a padecer EM1:12,

No obstante, no ha sido posible hasta el advenimiento de los GWAS, la
identificaciéon de un mayor numero de genes de susceptibilidad de la EM. Hasta la
fecha se han realizado once GWAS para detectar aquellos posibles genes implicados
en la génesis de la EM, identificindose mds de 50 /oci diferentes>**”. Muchas de las
variantes alélicas identificadas se localizan en genes con funciones inmunoldgicas

importantes: 1) implicados en la actividad de citocinas (CXCR5, ILZRA, IL7R,
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IL12RBI, IL12A, IL12B, IRFS, TNFRSFIA, TNFRSF14, entre otros); 2) implicados en
la actividad de moléculas co-estimuladoras (CD37, CD40, CD58, CD80, CD86, entre
otros); y 3) implicados en la actividad de moléculas de transduccién de sefial (CBLB,
GPR65, MALTI1, RGSI, STAT3, TAGAP, entre otros). Ademas, la mayoria de estas
variantes alélicas se asocian con otras enfermedades autoinmunes. Asimismo,
algunos de los Joci identificados codifican moléculas relacionadas con alguno de los
posibles factores ambientales asociados a la EM. Este es el caso de la vitamina D y los
genes CYP27BI, CYP24AI?. Por otro lado, se ha observado que se identifican
nuevos genes de susceptibilidad de la enfermedad, conforme se amplia el numero de
sujetos analizados en los GWAS. Esto es especialmente aplicable para aquellos genes
no localizados en el CMH, cuyo efecto sobre el riesgo a padecer EM parece mas
modesto!'®. Por tanto, es de esperar que en el futuro, conforme se examinen mayores
cohortes de individuos, contintien identificindose nuevas variantes alélicas de riesgo
para el desarrollo de EM®71%8, Finalmente, también se ha subrayado la importancia de
realizar andlisis especificos posteriores que confirmen que las variantes alélicas de
susceptibilidad identificadas en estos estudios GWAS no son simplemente

marcadores en un desequilibrio de ligamiento con la variante alélica causal real*.

2.1.2- Factores ambientales
Aunque queda demostrado que los factores genéticos juegan un papel

importante en la determinacién del riesgo de padecer EM, su contribucién perece no
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exceder el 30-40%°'2, lo que refuerza la necesidad de considerar la participacién de
un factor ambiental en el desarrollo de la EM. Los estudios epidemiolégicos han
aportado diversas evidencias que apoyan la hipdtesis ambiental en la génesis de esta
enfermedad:

-La prevalencia varia alrededor del mundo.

-La incidencia ha cambiado en periodos cortos de tiempo, lo que se explica

mejor por un factor ambiental que genético.

-Se han descritos focos y epidemias.

-La susceptibilidad a la EM puede modificarse por la emigracién en edades

criticas (desde los primeros afios de vida hasta la pubertad).

Los factores ambientales que, con mayor evidencia parecen participar en el

riesgo a padecer EM son: la vitamina D, el tabaquismo y distintos agentes infecciosos.

La exposicién solar y la vitamina D se han propuesto como los mecanismos
por los que la latitud incide en el riesgo de EM. Diversos estudios observacionales
han demostrado una asociacién inversa entre las concentraciones de vitamina D y el
riesgo de EM!%>1%. Sin embrago, los estudios de intervencion (ensayos clinicos
aleatorizados doble ciego controlados con placebo) presentan datos no
concluyentes!?’-1%8. Existen datos que sugieren que la vitamina D tiene un papel

importante en el SNC mediante la respuesta de los linfocitos Th1!%.
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Diversos estudios han puesto de manifiesto como el consumo de tabaco se
asocia a un mayor riesgo a padecer EM?02! y uyna forma mads agresiva de la

enfermedad con el desarrollo de mayor discapacidad?®.

La exposicion a agentes infecciosos, durante la infancia y/o adolescencia,
parece la hipétesis ambiental mds plausible. Esta hipdtesis parte de muy antiguo.
Pierre Marie en 1884, fue el primero en proponer que un agente infeccioso era el
responsable de causar la enfermedad. Se cree que la exposicién a determinados
microorganismos durante edades tempranas constituye un factor de riesgo
importante para el desarrollo de la EM?®. Durante las ultimas décadas se han
identificado como potenciales agentes patdgenos a diversos virus como los
coronavirus, los retrovirus, los virus del grupo herpes (en especial el VHS-6, VEB,
VVZ), hongos como diferentes especies de Candida® y bacterias como la Chlamydia
pneumoniae?®?®, Las evidencias de un agente infeccioso en la etiologia de la EM
proceden de diversas fuentes:

-Estudios epidemioldgicos: por el patrén geografico de su distribucion y la

existencia de focos y epidemias.

-Estudios seroldgicos: incremento del titulo de anticuerpos en suero y LCR

contra diferentes microorganismos en pacientes con EM en comparacién con

individuos sanos.

-Estudios patoldgicos: deteccion de secuencias viricas en células del SNC y del

LCR de sujetos enfermos.
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-Estudios en modelos animales: desmielinizaciéon inducida en el SNC tras la

inoculacidn intracerebral del virus de Theiler.

Los principales mecanismos que explicarian como las infecciones pueden
desencadenar la EM son el mimetismo molecular y la estimulacién a través de
superantigenos virales o bacterianos:

-Mimetismo molecular: se produce cuando una célula T puede activarse por
reactividad cruzada entre un antigeno exégeno y un autoantigeno. La demostracion
de la homologia de secuencias de aminodcidos entre determinados agentes
infecciosos y la mielina del SNC sugiere que los antigenos peptidicos de estos
microorganismos podrian desencadenar un ataque inmunomediado contra la mielina
del SNC. Durante la seleccién timica, una poblacién de células T puede adquirir la
propiedad de reconocer antigenos exdgenos y autoantigenos que comparten
determinados péptidos antigénicos o determinantes antigénicos. Los antigenos de los
agentes patogenos serian presentados a los linfocitos T fuera del SNC por las células
presentadoras de antigenos al entrar en contacto con ellos, y los linfocitos T
activados que atravesaran la BHE, reconocerian también los autoantigenos
homodlogos de la mielina del SNC, dando lugar a un ataque inmunomediado contra
éSt03206_207.

-Superantigenos: son proteinas virales o bacterianas capaces de unirse a las

moléculas CMH de la célula presentadora de antigeno fuera de la hendidura de
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unién antigénica, y activar a las células T autorreactivas contra los antigenos

mielinicos207-208,

2.2- Mecanismo patogénico

La patogenia de la EM se desconoce, aunque parece ser de indole
inmunoldgica. La EM se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria
desmielinizante del SNC que produce secuelas neurolédgicas permanentes debido a la
destruccién de la mielina y de los axones?. Se desconoce todavia si los fenémenos
inmunoldgicos se inician en la periferia o en el SNC, si son un evento primario o
secundario del SNC. No obstante, aunque la causa principal de la enfermedad no se
ha identificado, se estdin empezando a comprender bastantes aspectos de su
etiopatogenia. El estudio de los modelos animales de enfermedades
neuroinflamatorias autoinmunes, y en especial de la EAE, ha sido de gran utilidad

para estudiar los mecanismos patogénicos implicados®.

La teoria mas ampliamente aceptada actualmente postula que los pacientes
con una susceptibilidad genética para la EM poseen células T CD4* autorreactivas en
sangre con especificidad para determinados antigenos presentes en el SNC. Entre los
antigenos candidatos que se han implicado destaca la proteina basica de la mielina

(MBP), la proteina proteolipidica (PLP) y la glicoproteina mielinica de los
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oligodendrocitos (MOG)?%21, También se han descrito otros antigenos no
relacionados con la mielina como la proteina astroglial S100B y las proteinas de
shock térmico de 65 y 70 Kda?'23, En algiin momento, estas células T autorreactivas
son activadas en la periferia por un factor sistémico o local, a través de un
mecanismo de mimetismo molecular (epitopos compartidos por el autoantigeno del
SNC y los posibles agentes infecciosos)?'¥, o por una estimulacién a través de

superantigenos virales o bacterianos?®.

Posteriormente se produce el paso de los linfocitos T CD4+ activados al SNC
(figura 4). Para ello, se precisa la interaccién de las moléculas de adhesién expresadas
en la superficie de estas células con las del endotelio vascular. Las células T activadas
segregan citocinas proinflamatorias tales como la IL-1, el TNF-a y el INF-y, que
provocan un aumento en la expresion de las moléculas de adhesion endotelial: E-
selectinas, molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesién
vascular 1 (VCAM-1). Las selectinas endoteliales establecen enlaces débiles con los
ligandos linfocitarios y, junto con las quimioquinas CCL19 y CCL21, producen la
ralentizacion y el rodamiento de los linfocitos sobre la pared vascular en la direccién
del flujo sanguineo. Este deslizamiento permite el cambio conformacional y la
activacion de las integrinas leucocitarias como el antigeno asociado a la funcién
linfocitaria 1 (LFA-1) y el antigeno muy tardio de tipo 4 (VLA-4), que se uniran a sus
respectivos ligandos en las células endoteliales (la ICAM-1 y la VCAM-1) mediante

enlaces estables?”. Esta unién permitira el paso de las células inmunitarias a través
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del endotelio, principalmente a nivel de las vénulas postcapilares. Las células T
tendran que atravesar dos membranas basales, lo que llevan a cabo por dos
mecanismos: la union a diversos subtipos de lamininas y la produccién linfocitaria de
proteasas que degradan la matriz extracelular como las metaloproteinasas de la

matriz (MMP) gelatinasa A (MMP-2) y gelatinasa B (MMP-9)2'6.

SANGRE BARRERA SNC
PERIFERICA HEMATOENCEFALICA
ICAM-1
VCAM-1
ACTIVACION

VLA-4
VCAM-1

q
}

LFA-1 ICAM-1

MMP

Figura 4. Paso de linfocitos TCD4*activados a través de la barrera hematoencefélica hacia el

SNC.
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Una vez que los linfocitos T activados entran en el SNC, se dirigen al lugar de
la inflamacién a través de un gradiente de concentracion de moléculas
quimiotacticas, llamadas quimiocinas, producidas de forma abundante en las lesiones
inflamatorias?’. La fuente de quimiocinas en las lesiones inflamatorias del SNC son

los macrofagos, la microglia y los astrocitos?!8.

En el SNC, los linfocitos T CD4* autorreactivos tienen que ser reestimulados
0, en caso contrario, mueren o abandonan el SNC. Asi, el linfocito activado
encontrara a una célula presentadora de antigeno (célula dendritica, macréfago o
microglia) que expresa en su superficie el antigeno causante de la EM presentado por
el CMH de clase II (figura 5). Al ser reestimulados, aquellos linfocitos T que son de
fenotipo colaborador CD4" tipo 1 (Th1) producen citocinas proinflamatorias (TNF-a,
INF-y, IL-1, IL-2, IL-12) y quimioquinas, que inducen la proliferacién clonal de las
células T, activan los macréfagos y la microglia, y producen un incremento de la
expresion de moléculas de adhesion endoteliales, aumentando la permeabilidad de la
BHE y permitiendo un mayor paso de linfocitos y monocitos (figura 5). Los
macrofagos y la microglia secretan mediadores neurotdxicos, como el TNF-a, el
o6xido nitrico, MMPs y radicales libres de oxigeno que contribuyen a dafiar la mielina
y el axén?”’. De forma paralela, existen linfocitos T CD4* colaboradores tipo 2 (Th2)
que liberan citocinas antiinflamatorias (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) que tienden a

disminuir el estado proinflamatorio del sistema inmune?”, pero que ademads inducen
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la activacién y proliferacion de células B (figura 5). Las células B se diferencian a
células plasmaticas y secretan anticuerpos, que a su vez activan el sistema del
complemento y estimulan la opsonizacion por parte de los macréfagos62'? (figura 5).
En este sentido, existen evidencias de una respuesta inmunolégica humoral anormal
en el LCR de los pacientes con EM, con activacién de linfocitos B, expansién de un
grupo seleccionado de células plasmaticas y sintesis intratecal de IgG, demostrada
por la presencia de las caracteristicas bandas oligoclonales de IgG detectadas en el

LCR de la mayoria de los pacientes.

La participacion de las células CD8* en la patogenia de la EM, y en especial en
la lesion de la mielina, el ax6n y el oligodendrocito es cada vez mas evidente. Las
células dendriticas que expresan CMH de clase I, presentarian el antigeno a los
linfocitos CD8* activandolos. La importancia de las células T CD8* se pone de
manifiesto por diversos hallazgos: los pacientes con EM tienen una expansién clonal
de células CD8* en sangre, LCR y parénquima cerebral, independientemente del
estadio de la enfermedad, aunque se desconocen los epitopos que reconocen estas
células??0-22!; en los infiltrados de las lesiones de EM existe una claro predominio de
células CD8*??%; la lesién axonal se correlaciona mejor con el nimero de linfocitos T
CD8* que con el numero de linfocitos T CD4* ?2; en ratones con deficiencia de

moléculas del CMH de tipo I no se produce lesidn axonal tras la induccién de la EAE

224
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ANTIGENO ."

CMH-II

RCT?

IL-4,

/ IL-10
IL-12,
@ INFy
PROLIFERACION IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
CLONAL >
Th2
TNch INFy
<_||_1 IL-2, IL-12 \\|/4/
)N\ @ ® |®
MACROFAGO/ TOXICIDAD OPSONIZACION
MICROGLIA DIRECTA COMPLEMENTO POR
MACROFAGOS

L\

DESMIELINIZACION
DANO AXONAL

N

Figura 5. Activacion de la célula T en el SNC inducida por autoantigeno. Desarrollo del

proceso que conduce a la desmielinizancién y dafio axonal (1: célula presentadora de

antigeno; 2: receptor de célula T).

Recientemente se ha descrito la implicacién de las células T CD4*

colaboradoras tipo 17 (Th-17) en la fisiopatogenia de la EM. Estas células, una vez

activadas, secretan IL-17 promoviendo, entre otras, la movilizacién de neutroéfilos.
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Diversos hallazgos como el incremento de las células Th-17 en el LCR de pacientes
con EMRR durante el brote, su presencia en porcentajes relativamente altos en las
lesiones desmielinizantes, la alta capacidad de estas células para activarse y proliferar
en comparaciéon con las células extraidas de individuos sanos, asi como su gran
capacidad para atravesar la BHE y promover una potente respuesta inflamatoria con
el reclutamiento de monocitos y neutrdfilos a los focos lesionales, apoyan el papel
patogénico de las células Th-17 en la EM, a pesar de no estar todavia clara su

relevancia en este proceso??22,

Ademis de los mecanismos que inducen la activacién de los linfocitos T en la
inflamacién, existen otros que tratan de frenar su activacién excesiva, como el que
desarrollan las células CD4*CD25*Fox3 reguladoras o células Treg. Estas células son
capaces de suprimir la respuesta inmune ya sea limitando la presentacién del
antigeno a los linfocitos por parte de las células dendriticas, como regulando la
proliferacién de los linfocitos T ya activados. En los pacientes con EM se ha descrito
una disminucién del nimero y del efecto supresor de las células Treg en sangre

periférica en comparacién con individuos sanos?”.

2.2.1- Desmielinizacién
Los oligodendrocitos son los responsables de la formacién y mantenimiento
de la mielina en el SNC. En el sistema nervioso periférico esta funcién la desarrolla la

célula de Schwann. En la sustancia blanca normal del SNC, la mielina es el
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componente principal. Cada capa de mielina es elaborada alrededor de un segmento
del axdn por arrastre en espiral desde una unica prolongacién del oligodendrocito.
Esto da lugar a un internodo de mielina con cada terminacién delimitada por un
nédulo de Ranvier. Como los oligodendrocitos tienen varias prolongaciones, a
diferencia de la célula de Schwann, cada uno puede formar varios segmentos

internodales de mielina en el mismo axdn o en axones diferentes.

Se postulan diferentes hipdtesis sobre como se produce la destruccién de las
vainas de mielina y de los oligodendrocitos, que incluirfan la inflamacién celular y

humoral, asi como una patologia primaria de los mismos.

Mecanismos celulares

Entre los mecanismos celulares se postula que podrian existir mecanismos de
citotoxicidad directa mediados por los linfocitos T CD8* y las células T y6 que no
tienen restriccion CMH. Estas células estdn presentes en las lesiones de EM y

podrian ser responsables de la lisis directa de la mielina y los oligodendrocitos?2222,

La desmielinizacién puede ocurrir también como un efecto secundario del
dafio inducido por factores solubles como, por ejemplo, el TNF-a liberado por las
células T activadas, los macréfagos y la microglia, que se encuentra en elevadas
concentraciones en las placas de pacientes con EM?»-%!, La concentracién de TNF-a

en el LCR de enfermos con EM se ha correlacionado con la progresién y severidad de
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la enfermedad?!. Los linfocitos T activados también producen TNF-f que induce
apoptosis en cultivos de oligodendrocitos y nuevamente se ha encontrado en altas
concentraciones en las lesiones de EM%!22, Otro grupo de factores solubles liberados
por los linfocitos T citotdxicos son las perforinas que mediante la formacién de poros
en la membrana del oligodendrocito inducen un aumento del calcio intracelular y
apoptosis de las células?. Por otro lado, la microglia y los macréfagos estimulados
también producen sustancias potencialmente téxicas como MMPs, 6xido nitrico y
radicales libres de oxigeno, ademds del TNF-a, que podrian desempefiar un papel en
la desmielinizacién, actuando directamente contra la mielina o los

oligodendrocitos?*.

Mecanismos humorales

Los linfocitos B penetran en el SNC a través de la BHE dafiada en estadios
tempranos de la enfermedad y sintetizan anticuerpos intratecalmente. En este
sentido, la desmielinizacién la producirian los anticuerpos mediante la activacién del
complemento que pondria en marcha el complejo ataque de membrana, la atraccién
de los macréfagos y microglia que liberarian sustancias mielotoxicas, y la

opsonizacién de la mielina que favoreceria su fagocitosis por estas células?*>-2%¢,

Patologia primaria del oligodendrocito
La desmielinizaciéon puede ser consecuencia de defectos primarios de los

oligodendrocitos. Se han propuesto diferentes mecanismos para tratar de explicar la
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inestabilidad metabdlica de los oligodendrocitos inducida por una infeccién viral o
por defectos en la regulacién de los genes responsables de la sintesis de la mielina
que originarian una oligodendropatia presente en el patrén 3 de las lesiones de

EM76,77.

2.2.2- Remielinizacién

En las lesiones de EM se produce remielinizaciéon a través de las células
progenitoras de los oligodendrocitos (OPCs) que aparecen en elevado nimero
rodeando las lesiones desmielinizantes. Los oligodendrocitos maduros son células

con poca capacidad para proliferar?’.

En la remielinizacién sélo se llegan a producir finas vainas de mielina, dando
lugar a las llamadas shadow plagues o placas sombreadas. Este término se acuii6 para
definir un drea, habitualmente perivascular, formada por delgadas laminas de
mielina que se tifien de manera palida y que se sitia en la sustancia blanca intacta o

rodeando el borde externo de una placa de desmielinizacién?3.

La remielinizacién no es homogénea, variando en funcién de diversos
factores. Algunas placas se remielinizan en su totalidad, mientras que otras lo hacen
de forma reducida. El grado de remielinizacién depende del momento de formacién
de la placa y de su localizacién. Si ésta se forma en fases iniciales de la enfermedad, la

remielinizacién serd mayor que si lo hace en estadios avanzados?*24.
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La remielinizacién puede resultar incompleta por diferentes motivos. La
deplecion de OPCs debida a los episodios repetidos de desmielinizacion?¥!, asi como
el bloqueo en la diferenciacion de estas células progenitoras parecen estar implicados
en este hecho???%, Ciertos factores microambientales pueden inhibir la migracién de
las OPCs a la lesién, bloquear su maduracién y produccién de mielina dificultando la
remielinizaciéon. También, la hiperplasia astrocitaria, presente en las lesiones de EM,
podria provocar una barrera fisica que impediria la migracion de las células
progenitoras o la llegada de factores tréficos favorecedores de la remielinizacidn, lo
que favoreceria la remielinizacién incompleta. Sin embargo, recientes estudios han
demostrado como los astrocitos reactivos pueden producir factores favorecedores de
la remielinizacién que promueven la migraciéon de las OPCs, su proliferacién y

diferenciacién en las areas de inflamacién y desmielinizacién aguda?*42%.

Ademds, existe una gran variabilidad interindividual en el grado de
remielinizaciéon. Al comienzo de la enfermedad algunos pacientes tienen las OPCs
preservadas mayoritariamente, mientras que otros las han perdido de manera
pronunciada. En los primeros se puede esperar una remielinizaciéon rapida y
completa, no asi en los segundos. Estas diferencias interindividuales podrian

justificarse, entre otros, por factores genéticos?%.
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2.2.3- Dafio axonal

Ademais de la desmielinizacién, en la EM también se produce dafio axonal.
Diversos estudios han demostrado que la pérdida axonal constituye un aspecto clave
en la patogenia de esta enfermedad y sugieren que es el principal determinante de la

discapacidad neurolégica progresiva que desarrollan los pacientes.

El interrogante sobre si el fenémeno de la neurodegeneracién es primario o
secundario a la inflamacioén, o si se trata de dos fenémenos independientes aun no
esta aclarado*”. La presencia de células B y T CDS8* apoya la naturaleza
primariamente inflamatoria de la EM ya que, aunque en otras enfermedades
consideradas como puramente degenerativas del SNC, como la enfermedad de
Alzheimer, se han encontrado linfocitos T ligados al fenémeno de degeneracién
neuronal, no se ha detectado una respuesta inflamatoria asociada a células B ni una
infiltracién persistente de linfocitos T CD8* 2%, Por otro lado, la pérdida axonal ha
podido observarse en el “tejido aparentemente normal”. Este fenémeno se describid
inicialmente en las necropsias de pacientes con EM en las que se observé una
reduccion considerable del nimero de axones en muestras de tejido que presentaban
vainas de mielina intactas pero vacias. Inicialmente se consider6 que este hallazgo se
correspondia con la degeneraciéon walleriana que se produce distalmente a una
seccion axonal proximal, en una placa de desmielinizacién?¥. Sin embargo,

recientemente un estudio ha mostrado una pobre correlacion entre la pérdida axonal
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y la carga de lesiones desmilinizantes, lo que sugiere que la transeccién axonal en las

placas desmielinizantes no es el mecanismo exclusivo de dafio axonal?°.

Lo que si sabemos es que la pérdida axonal se produce desde fases tempranas
de la enfermedad. Esto ha sido ampliamente demostrado a través de estudios
anatomopatolégicos y mediante la aplicacién de las modernas técnicas de RM, en
especial de la transferencia de magnetizacién y la espectroscopia por RM. En cuanto
a los estudios patologicos, en las lesiones activas que aparecen en estadios iniciales de
la EM, se han observado depésitos de la proteina precursora del amieloide (proteina
marcadora de lesion axonal), asi como la presencia de los ovoides caracteristicos de
los axones que han sufrido recientemente una transeccién®?!. Respecto a las nuevas
técnicas de RM, los estudios mediante transferencia de magnetizacién han mostrado
una reduccién de su ratio en lesiones desmielinizantes y en la sustancia blanca
aparentemente normal de pacientes con EM, desde fases tempranas de la
enfermedad?®?. Este ratio ofrece una valoracién indirecta de la concentracién de
mielina y axones en el parénquima cerebral, y se reduce ligeramente con el edema,
pero de forma mas intensa con la desmielinizacién y especialmente con la pérdida
axonal®. Por su parte, la espectroscopia por RM ha puesto de manifiesto la
existencia de una reduccién de la concentracién global de N-Acetil-aspartato
(metabolito casi exclusivo de neuronas y axones) en el parénquima cerebral de
pacientes en estadios iniciales de la enfermedad, lo que avala la presencia de lesion

axonal precoz?+2>,
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Sin embargo, los mecanismos patogénicos de la destruccién axonal y los
defectos en su regeneracién en la EM son complejos y no se conocen bien. Las
hipétesis mas plausibles apuntan a una confluencia de diversos mecanismos entre los
que figuran?4-26-258

- el ataque inmunolégico directo sobre el axén por linfocitos T CD8* o por
macrofagos y microglia.

- el ambiente inflamatorio acompafiante, implicindose factores solubles como
citocinas, anticuerpos, el d6xido nitrico, enzimas proteoliticas, y radicales libres
producidos por la células inflamatorias activadas y por las células gliales.

- la falta de soporte tréfico del axén por parte de la mielina.

- la acumulacién de astrocitos que dificulta la regeneracién axonal.

- la expresién individual de determinados genes relacionados con la respuesta
del ax6n a la inflamacién y la desmielinizacién que condicionen una determinada
susceptibilidad a la pérdida axonal y un defecto en su regeneracion en determinados

pacientes.
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3.- LINGOI1

3.1- Generalidades

LINGO1 (del inglés Jleucine rich repeat and immunoglobulin domain
containing Nogo receptor interacting protein I) es una proteina transmembrana
implicada en fendmenos inhibitorios tanto sobre la maduracién de los
oligodendrocitos y la formacién de mielina, como sobre la supervivencia neuronal y
la regeneracién axonal®?2%, Estos efectos han despertado un creciente interés en el
estudio de su posible implicacién en la patogenia de distintas enfermedades
neuroldgicas, y en concreto en las enfermedades desmielinizantes del SNC, cuyo
paradigma es la EM, debido a su posible accién sobre los fallos en la remielinizacién
y regeneracién axonal. De igual manera, el bloqueo de su actividad podria
representar una posible opcidn terapéutica en la EM al favorecer la remielinizacion
completa de las lesiones?®272, previniendo ademads el desarrollo de la degeneraciéon
axonal derivada de la falta del soporte trdfico ejercido por parte de la mielina y

promoviendo la regeneracién de los axones dafiados?68.26%273,
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3.2- Estructura y funcién de LINGO1

LINGOL1 es una glicoproteina transmembrana especifica del SNC identificada
en la superficie celular de neuronas, oligodendrocitos y OPCs?3264267  Ta
glicoproteina LINGO1 estd compuesta por 614 aminoacidos y pertenece a la familia
de proteinas con unidades ricas en repeticiones de leucina (LRR) ya que contiene un
gran dominio extracelular con unidades LRR junto con un dominio tipo
inmunoglobulina, y una pequefla region intracelular citoplasmatica (figura 6)2%.
LINGOL1 es codificada por el gen ZINGOI (OMIM 609791, Gene Identity 84894)

localizado en el cromosoma 15q24.3%74.

LRR LRR-C g CT

LRR-N

Figura 6. Estructura de LINGO1 (LRR: regién rica en repeticiones de leucina con sus
correspondientes zonas N-terminal y C-terminal; Ig: dominio inmunoglobulina; y CT:

region celular citoplasmatica con C-terminal).

A nivel de la superficie neuronal, LINGO1 interacciona simultineamente con

otras proteinas, a través de su dominio extracelular con unidades LRR, formando
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parte del complejo del receptor Nogo (NgR)>°. Inicialmente se identificaron como
proteinas correceptoras, el receptor de unién del ligando Nogo-66 y el receptor de
baja afinidad de neurotrofinas (p75)%»°. Sin embargo, la limitada expresién de p75,
solo en determinadas poblaciones de neuronas, asi como su temporal expresion
durante el desarrollo, sugirié la existencia de otras proteinas correceptoras
integrantes del NgR. Asi se identificé a la proteina TROY, también conocida como
TAJ?0261, Dicha proteina pertenece a la misma familia que los receptores de proteina
TNF, como el p75. EI NgR se encuentra implicado en la inhibicién del crecimiento y
regeneracion axonal mediado por proteinas asociadas a la mielina??2¢!. Hasta la fecha
se han identificado tres proteinas inhibitorias localizadas en la membrana mads
exterior de la mielina, en estrecho contacto con el axén mielinizado, capaces de
interaccionar con NgR para evitar el crecimiento axonal: Nogo A, MAG y la
glicoproteina de mielina oligodendroglial (OMgp). La principal via de sefializacién
que se activa tras la unién de estas proteinas inhibitorias a NgR es la de la guanosina
trifosfatasa (GTPasa) RhoA (del inglés Ras homolog family member A), teniendo
como efecto final una estabilizaciéon del citoesqueleto, colapso del cono de
crecimiento y bloqueo del crecimiento axonal. En ausencia de LINGOI, la sola
presencia del receptor de unién del ligando Nogo-66 y de p75 es insuficiente para
inducir este efecto, requiriendo la presencia de LINGO1?°. Este hecho pone de
manifiesto el papel central desempefiado por LINGO1l en la inhibicién de la

regeneracién axonal. Se ha observado una recuperacién funcional y aumento en la
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integridad de los axones en la EAE inducida por MOG con el uso de antagonistas de

LINGO1%,

LINGO1 también se encuentra presente en la superficie de oligodendrocitos y
OPCs, donde ha demostrado tener un efecto inhibitorio sobre su maduracién y la
formacién de mielina a través de una activacion de la GTPasa RhoA?62267:268 Hasta la
fecha no se conoce la proteina que se une a LINGO1 en la superficie oligodendroglial
y que inicia este proceso. Recientemente se ha demostrado que, al igual que ocurre
en las neuronas, LINGO1 se expresa en la superficie de los oligodendrocitos junto a
p75, proteina que modula su actividad inhibitoria?”>. Se ha descrito la existencia de
un incremento en la expresién de LINGO1 en las OPCs presentes en las lesiones
desmielinizantes de necropsias de pacientes con EM?%. Por otro lado, estudios en
ratones knockout para LINGOI1 han puesto de manifiesto un comienzo mas precoz
de la mielinizacién de los axones del SNC y una mayor resistencia al desarrollo de la
EAE inducida por MOG?42%°. Ademas, varios trabajos en modelos experimentales de
desmielinizacién y remielinizacién han demostrado una induccién de la

diferenciacién de OPCs y de la remielinizacién mediante antagonistas de LINGO12%-

272

Estudios recientes han demostrado como LINGOI1, a través de su pequeiia
region citoplasmatica, puede unirse al receptor del factor de crecimiento epidérmico

(EGFR) y modular la via de sefializacion de la fosfatidilinositol-3- kinasa (FI3K-Akt),
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involucrada en los procesos de crecimiento y supervivencia celular?268.276277 En
este contexto, se ha observado en neuronas dopaminérgicas de modelos animales de
enfermedad de Parkinson como LINGO1 presenta un efecto regulador a la baja sobre
la fosforilacién de la proteina kinasa B (PKB/Akt), lo que conduce a una menor

supervivencia neuronal®®.

Finalmente, Fu y cols. han demostrado, en células ganglionares de retina de
modelos animales de glaucoma, la interacciéon de LINGO1 con el receptor de
neurotrofina tirosina kinasa B (TrkB) regulando negativamente esta via de
sefalizacion celular lo que conduce también a una disminucién en la supervivencia

de este grupo de neuronas?¢6278.279,

3.3- Papel del polimorfismo genético de LINGOI en la fisiopatogenia de

la EM

En el genoma humano existen un gran numero de genes polimorficos. El
polimorfismo genético se define como la presencia de diferentes variantes de un
mismo gen (alelos) en una poblacién, de las cuales la mds rara tiene una frecuencia
mayor del 1%. En algunas ultimas descripciones, no se tiene en cuenta este
porcentaje de frecuencia minima exigida para el alelo mas raro. Los polimorfismos

genéticos mads frecuentes son los polimorfismos de una sola base o polimorfismos de
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un solo nucleétido (single nucleotide polymorphisms, SNPs), que pueden aparecer
en un gen de forma aislada o combinada. Los SNPs constituyen hasta el 90% de todas
las variaciones gendémicas humanas, y aparecen aproximadamente cada 100 a 300
bases a lo largo del genoma humano. Los SNPs que se localizan dentro de una
secuencia codificante pueden modificar o no la cadena de aminoacidos que
producen, se llaman SNPs no-sinénimos a los primeros y SNP sinénimos a los
segundos (o mutacién silente). Los SNPs que se encuentran en regiones no
codificantes pueden tener consecuencias en el proceso de traduccion, sobre todo en
procesos como el splicing, la unién a factores de transcripciéon o modificando la
secuencia de acido ribonucleico (RNA) no codificante. En este sentido, estos SNPs
pueden influir significativamente en la expresiéon de un gen. La existencia de estos
polimorfismos genéticos tiene varias implicaciones clinicas. En los tltimos afios se
han realizado multiples estudios intentando encontrar la relacién entre tales
polimorfismos y el riesgo para desarrollar diversas enfermedades, determinar el
diferente grado de respuesta a un tratamiento, etc. Los métodos para determinar los
distintos genotipos se basan en las técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) o mas recientemente PCR en tiempo real, los polimorfismos en la longitud de
fragmentos de restriccién (RFLP) y secuenciacidn. Estas técnicas permiten clasificar
a un sujeto como homo o heterocigoto para los distintos alelos del gen analizado.
Ultimamente en epidemiologia genética los GWAS, los anélisis del exoma y los
estudios de secuenciaciéon de nueva generacién mediante la secuenciacién completa

de los genes o incluso de los genomas de diferentes individuos, permiten examinar la
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asociacion de los SNPs a enfermedades o caracteres concretos. Estos analisis resultan

de especial interés en el estudio de enfermedades multigénicas, como es el caso de la

EM.

Se han descrito hasta la fecha 517 SNPs diferentes dentro del gen LINGOI
(OMIM 609791, Gene Identity 84894; coordenadas: 77905369-77988490)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). En la mayoria de ellos, la variante alélica mas
rara presenta una frecuencia inferior al 1%, tratdndose por tanto de variantes raras.
En otros casos, todavia las frecuencias alélicas de determinados SNPs estdn
pendientes de estudio. En el caso de los SNPs rs9652490 (coordenada: 77963887) y
SNPs rs11856808 (coordenada: 77972770), localizados ambos en el intrén 3, la
frecuencia de sus distintos alelos es superior al 1%, variando segun la etnia estudiada

(tabla 5). Asi, en Europa la variante alélica rs9652490 A aparece en el 80% de la

rs11856808
Posicién: 77972770

ACCTTGCTGCATATGTTGTTAGAACA[C/T]GTTTGGGTGACTTTCTGAGTGAGAG

rs9652490
Posicidon: 77963887

TGCCCCGGGGCAGAGTGAAGCTAGGC [A/G] GGGAGGAAGCCCCTTTGGGAGAGAG

Tabla 5. Caracteristicas de los SNPs 751185808y rs9652490del gen LINGO-1.
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poblacién y la variante alélica G en el 20% (figura 7). Respecto al SNP rs11856808, la
frecuencia de aparicién de sus variantes alélicas en la poblaciéon europea son:

rs11856808 C: 63%; y rs11856808 T: 37% (figura 8) (www.1000genomes.org).

Poblacion global

mA

mG

Poblacion europea Poblaciéon americana

mA

mG

Poblacidn africana Poblacidn asiatica

mA

mG

Figura 7. Frecuencia de las variantes alélicas de LZINGO1 rs9652490 (A/G).
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Poblacion global

mC

mT

Poblacion europea Poblacién americana

mC mC
wT nT
Poblacion africana Poblacion asiatica
mC
wT

Figura 8. Frecuencia de las variantes alélicas de LZINGO-11s11856808 (C/T).
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En los dltimos afios se han desarrollado varios trabajos que han encontrado
una asociacién entre la proteina LINGO1 y algunas enfermedades neurolégicas, al
margen de la EM. Asi, se ha observado un incremento de la expresiéon de LINGO1 en
las neuronas de la sustancia negra de pacientes con enfermedad de Parkinson
comparada con controles?®. En ratones knock-out para LINGO1 se ha detectado un
efecto protector sobre la degeneracién de neuronas dopaminérgicas?® y, en modelos
animales con defectos de mielina se ha objetivado como éstos presentaban
temblor?®?. También se ha comprobado recientemente una sobreexpresion de
LINGOL1 en la corteza cerebelosa de pacientes con temblor esencial frente a la de
individuos sanos®!. En este contexto se ha estudiado y demostrado de forma
consistente una asociaciéon entre los genotipos de L/NGOI 1rs9652490 y LINGO!
rs11856808 y el temblor esencial?®>%, Sin embargo, este andlisis también se ha
realizado en pacientes con enfermedad de Parkinson pero los resultados no han sido

reproducibles en las diferentes poblaciones examinadas?86.289-2%4,

Dado que LINGOI1 es una proteina transmembrana exclusiva del SNC
presente en neuronas, OPCs y oligodendrocitos, implicada en la inhibicién de la
maduracién de las OPCs, la sintesis de mielina, asi como de la supervivencia y
regeneracién neuronal, parece razonable pensar que pudiera estar implicada en la
patogenia de la EM, y por lo tanto, el gen LINGOI podria ser un gen candidato para

la modificacién del riesgo para el desarrollo de esta enfermedad.
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HIPOTESIS

La EM es la enfermedad inflamatoria desmielinizante, crénica y multifocal
del SNC, con degeneracién axonal mds frecuente!. Esta enfermedad se
caracteriza por un curso en brotes y menos frecuentemente progresivo que
afecta a personas generalmente jovenes, con un prondstico variable, pero

llegando a producir una severa discapacidad en algunos casos?.

Su etiologia se desconoce. Los numerosos estudios realizados sobre la EM
sugieren que esta enfermedad estaria desencadenada por un factor ambiental,
probablemente un agente infeccioso, que actuando sobre un individuo con
una determinada susceptibilidad genética, desencadenaria una respuesta
autoinmune responsable de la lesiéon del SNC!8182 Se cree que la EM tiene
una herencia poligénica'®3. Recientemente se han realizado varios GWAS que
han identificado mas de 50 diferentes /oci asociados a riesgo para desarrollo
de EM>6¢7. Muchas de las variantes alélicas identificadas se localizan en genes
con funciones inmunoldgicas importantes (receptores de IL 2 y 7, CD58, CD6,

CDA40 y otros), y la mayoria se asocian con otras enfermedades autoinmunes.
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La patogenia de la EM tampoco estd aclarada, aunque parece ser de indole
inmunoldgica. En esta enfermedad se forman lesiones inflamatorias en el SNC
que causan desmielinizaciéon, probablemente mediante mecanismos
celulares??222821 y humorales?®>?%. La remielinizacién de estas lesiones,
llevada a cabo por las OPCs, suele ser incompleta. Ademads, también se
produce pérdida de axones en grado variable en probable relacién con un
dafio directo de los mismos por mediadores inflamatorios, junto con fallos en
su regeneracidén por la presencia de areas de gliosis y de inhibidores del
crecimiento de las neuritas que crearian un medio que no permitiria el

crecimiento de los axones dafiados?6-28,

LINGOL1 es una proteina transmembrana que se expresa en la superficie de
oligodendrocitos y OPCs, donde ha demostrado tener un efecto inhibitorio
sobre su maduracién y la formacién de mielina??2. También se ha identificado
en la superficie de las neuronas donde interactiia simultineamente con el
receptor Nogo-66 y con p75 o TROY para formar un receptor complejo
(NgR). E1 NgR se encuentra implicado en la inhibicién del crecimiento y
regeneracion axonal mediado por proteinas asociadas a la mielina?°. Ademas,
en modelos animales de enfermedad de Parkinson y de glaucoma ha
demostrado su accién reduciendo la supervivencia de las neuronas

dopaminérgicas y ganglionares de la retina al inducir una disminucién de la
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actividad de la via de sefalizacion de la FI3K-Akt y TrKB,

respectivamente?65.266:268.276-278

Se ha descrito la existencia de un incremento de la expresiéon de LINGO1 en
las OPCs presentes en las lesiones desmielinizantes de necropsias de pacientes

con EM?268,

Se ha detectado un aumento en la expresiéon de la proteina Nogo-A en los
oligodendrocitos supervivientes presentes en el borde de las lesiones

desmielinizantes crénicas activas de pacientes con EM?%.

Trabajos recientes han puesto de manifiesto un comienzo mads precoz de la
mielinizacién de los axones del SNC y mayor resistencia al desarrollo de la

EAE inducida por MOG en ratones knockout para LINGO126426,

Varios estudios han demostrado una induccién de la diferenciacién de OPCs
y de la remielinizacién en diferentes modelos experimentales de

desmielinizacién y remielinizacién por antagonistas de LINGO126°-272,

Se ha observado una recuperacién funcional y aumento de la integridad de los
axones en la EAE inducida por MOG con el uso de antagonistas de

LINGO1%#.
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Teniendo en cuenta estos hallazgos, parece razonable pensar que en la
patogenia de la EM pudiera participar de forma activa la proteina LINGO1, y
por lo tanto, polimorfismos genéticos comunes para el gen LINGO! como los
SNPs rs9652490 y rs11856808, ademas implicados en el riesgo de desarrollo
de otras enfermedades neurodegenerativas??2%, pudieran influir en el riesgo

para desarrollar esta enfermedad.
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5.- OBJETIVOS

5.1- Objetivo Primario

Determinar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGOI se asocian a

una modificacién del riesgo para desarrollar EM.

5.2- Objetivos Secundarios

* Determinar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGO! influyen
en el riesgo para desarrollar EM, segun sexos.

* Determinar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGOI se
asocian al riego de desarrollo de las distintas formas evolutivas de EM.

* Determinar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGO! influyen

en la edad de comienzo de 1a EM.
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6.- DISENO DEL ESTUDIO

Para poder alcanzar los objetivos descritos de este proyecto, el disefio del

estudio ha sido el siguiente:

Estudio observacional analitico de casos y controles en el que se comparan
pacientes con EM esporadica versus controles en cuanto a los genotipos y variantes
alélicas de los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGO! (analisis de asociacion
genética). Ademads, se ha realizado un analisis descriptivo en el que se ha examinado
las caracteristicas demograficas y clinicas de la serie de casos de EM incluida en el
proyecto. Asimismo, se ha procedido a estudiar las caracteristicas demogréficas de la

serie de controles, compardndolas con la serie de pacientes con EM.
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7.- PACIENTES Y AMBITO DEL ESTUDIO

El grupo de casos esta constituido por un total de 293 pacientes caucasianos,
no seleccionados ni relacionados entre si, diagnosticados de EM de acuerdo a los
criterios diagnésticos de McDonald et al. de 20018 procedentes de la Asociacion de
Esclerosis Multiple de Madrid (ADEMM,; 165 pacientes) y las areas sanitarias de los
Hospitales Universitarios Doce de Octubre (Madrid; 32 pacientes), La Mancha-
Centro (Alcazar de San Juan, Ciudad Real; 65 pacientes) y Principe de Asturias
(Alcala de Henares, Madrid; 31 pacientes). Como grupo control dispusimos de 318
sujetos caucasianos sanos, no relacionados entre si y pareados por edad y sexo con el
grupo de casos, constituido por alumnos y profesores de la Universidad de
Extremadura (Badajoz; 150 individuos), y acompafantes de pacientes afectos de una
enfermedad neuroldgica distinta a la EM atendidos en el departamento de neurologia
de la Clinica Universitaria de Navarra (Pamplona; 168 individuos). El ratio de casos y

controles fue de 1:1.08.

La extraccion del acido desoxirribonucleico (DNA) de las muestras de sangre
se ha realizado en el Departamento de Farmacologia de la Universidad de
Extremadura, y los andlisis genéticos de los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen
LINGOI en la Unidad de Neurogenética del Centro de Investigaciones Médicas

Aplicadas (CIMA) de la Universidad de Navarra.

(
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Los pacientes fueron incluidos en el estudio entre los meses de enero de 2006

v 2009.

7.1- Casos

Criterios de inclusién

1. Pacientes caucasianos diagnosticados de EM de acuerdo a los criterios
diagnosticos de McDonald et al. de 20018, independientemente de los
afios de evolucion de la enfermedad, el tipo de EM, la actividad de la
misma y el tratamiento actual o previo utilizado para el control de la
enfermedad.

2. Pacientes de ambos sexos y sin limite de edad.

3. Firma de consentimiento informado aprobado por el Comité Etico del

Hospital Universitario Principe de Asturias de Alcald de Henares

(Anexo 3).

Criterios de exclusién
1. Sélo se incluyé un miembro afecto de EM por familia.

2. Padecimiento, ademas, de otra enfermedad neuroldgica.
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7.2 Controles

Criterios de inclusién
1. Sujetos caucasianos sanos no diagnosticados de EM.
2. Sujetos de ambos sexos y sin limite de edad.
3. Firma de consentimiento informado aprobado por el Comité Etico del
Hospital Universitario Principe de Asturias de Alcald de Henares

(Anexo 3).

Criterios de exclusién

1. Tener un familiar diagnosticado de EM¥.
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8.- RECOGIDA DE VARIABLES

Se captaron pacientes que cumplian los criterios del estudio en las areas
sanitarias y centros resefiados. La informacién se obtuvo, mediante entrevista
personal, de acuerdo con un protocolo de recogida de datos que incluia los siguientes
parametros:

1) Caracteristicas demograficas:

* Fecha de nacimiento.

» Sexo: varén o mujer.

* Edad en el momento de inclusién en el estudio.

2) Formas clinicas de EM7:

* EMRR, definida por la presencia de brotes de la enfermedad con
recuperaciéon completa o parcial, sin existir progresiéon de la
discapacidad entre brotes.

= EMSP, caracterizada por tener un curso inicial remitente-recurrente
seguido de progresion de la discapacidad con o sin brotes
superimpuestos.

» EMPP, definida por la progresion de la discapacidad desde el inicio,
con estabilizaciones ocasionales pero sin brotes.

» EMPR, definida por la progresién de la discapacidad desde el inicio de

la enfermedad con ocasionales brotes.
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Se definié6 como brote la presencia de un sintoma neuroldgico nuevo o un
aumento de alguno de los sintomas neuroldgicos previos que dura mas de 24
horas en ausencia de fiebre o infecciéon. Para poder hablar de un nuevo brote

debia haber transcurrido un periodo de, al menos, un mes entre cada uno de
ellos®0,

3) Edad de inicio de la enfermedad.

Con la recogida de estas variables se ha podido describir las caracteristicas
demograficas y clinicas de nuestros grupos de andlisis, asi como estudiar el papel
de los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGOI en:

1) Riesgo para desarrollar EM.

Para investigar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGOI influyen

en el riesgo para desarrollar EM.

2) Riesgo para desarrollar EM, segin sexos.

Para investigar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGOI influyen

en el riesgo para desarrollar EM, segun el sexo del paciente.

3) Forma clinica de EM
Para investigar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGO!
determinan la forma clinica de EM que desarrollara el paciente.

4) Edad de inicio de 1a EM
Para estudiar si los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen L/NGO! influyen

en la edad de aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad.
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9.- METODOLOGIA DEL ANALISIS GENETICO DE LAS MUESTRAS

9.1- Extraccién y purificacién de DNA a partir de sangre periférica

El DNA usado en este estudio proviene de leucocitos sanguineos y se obtuvo
de la siguiente manera:

1. Se recogen 10ml de sangre periférica mediante venopuncion estindar en
tubos Venoject que contienen acido etilén-diamino-tetraacético (EDTA) y se
almacena a -80°C hasta su uso.

2. Las muestras se depositan en tubos Falcon de 50 ml y se afiaden 3 volumenes
de tampdn de hemdlisis almacenado a 4°C. Se agita suavemente durante 20
minutos.

3. Se centrifuga a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C para que los leucocitos
sedimenten y decantamos el sobrenadante que contiene proteinas y restos de
eritrocitos.

4. Se anaden 20ml de tampén de hemdlisis, se agita y se vuelve a centrifugar a
4°C. Se decanta el sobrenadante del mismo modo que en pasos anteriores. Si
es necesario, se repite esta operacién 1 6 2 veces mas hasta que el sedimento
de leucocitos quede limpio.

5. Se secan las paredes del tubo para que no queden restos del sobrenadante y se

resuspende el sedimento de leucocitos en 5 ml de solucién SE.

(
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6.

Para tratar los leucocitos y romper las proteinas unidas al DNA se afiaden
300pl de proteinasa K (10mg/ml) y 250ul de SDS al 20%. Se deja incubar toda

la noche con agitacién constante a temperatura ambiente.

Para todos los pasos que vienen a continuacidn, los tiempos de agitacién son de 20

minutos a 25 rpm y la centrifugacion es de 10 minutos a 5000 x gy a 4°C.

7.

10.

11.

12.

Se afiade a la solucién que contiene el DNA la misma cantidad de fenol a 4°C.
Se agita y centrifuga.

Se observan dos fases claramente diferentes, la superior contiene el DNA. Se
recupera la fase superior con cuidado de no arrastrar nada de la fase inferior y
se deposita en un nuevo tubo Falcon de 50ml estéril.

Se afiade el mismo volumen de una solucién de fenol/cloroformo (1:1). Se
agita, centrifuga, se extrae la fase superior y se deposita en un nuevo tubo
Falcon de 50ml estéril.

Se anade un volumen igual de una solucién de cloroformo/isoamil alcohol
(24:1). Se agita y centrifuga. Se extrae la fase superior y se deposita en un
nuevo tubo Falcon de 50ml estéril.

Se aflade un volumen igual de isopropanol. Se agita suavemente hasta que se
hagan visibles los filamentos de DNA. Poco a poco se va formando un fléculo
con estos filamentos.

Se extrae el fléculo con la punta de una pipeta Pasteur previamente doblada
en el mechero Bunsen y se coloca en un tubo de Eppendorf. Se lava con

etanol al 70° y a -20°C con el fin de arrastrar las impurezas.
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13. Se evaporan los restos de etanol en la campana de vacio durante 10 minutos.
El DNA seco se resuspende en 500 pg de solucién buffer TE a pH 8 y se agita
durante 24 horas a 5 rpm y 4°C.

14. Se almacena el DNA a 4°C hasta su uso en un plazo breve.

9.1.1- Soluciones utilizadas en la extraccién y purificacién de DNA
A) Tampon de hemolisis
155mM NH,CI
10mM KHCO;3

0.ImM EDTA

Ajustar a pH 7.4 con NaOH. Autoclavar y almacenar a 4°C.

B) Solucién SE
115 mM NaCl
385 mM EDTA pH 8

Autoclavar.

C) Proteinasa K
10 mg/ml en agua MilliQ estéril

Se prepara la cantidad a emplear. Almacenar a 4°C durante 2 dias maximo.

D) SDS (dodecil sulfato s6dico)

Solucién al 20% en agua MilliQ estéril.
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E) Fenol

-Se incuba a 68°C entre 1 y 2 horas.

-Se aflade 1 g de 8-hidroxiquinolina por Kg de fenol y se agita bien.

-Se aflade 500 ml de Tris 0.5M sin ajustar el pH.

-Se agita a 4°C durante 24 horas como maximo. Se deja sedimentar
durante una hora y se mide el pH de la fase superior; si es mayor o igual a 7.8,
se puede almacenar a 4°C; si el pH es inferior a 7.8, se retira la fase superior
por aspiracién y se afiaden otros 250 ml de Tris 1M pH 8.

-Se repite este ultimo paso tantas veces sea necesario hasta que el pH

sea de 7.8 o superior.

El fenol puede almacenarse a -20°C si no va a usarse en el plazo de 1 ¢ 2
meses. Antes de emplearlo es recomendable medir de nuevo el pH y ajustarlo con

Tris en caso necesario.

F) Solucién TE
10mM de Tris pH 8
1mM de EDTA pH 8

Autoclavar.
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9.2- Cuantificacién de DNA y estimacién de su pureza

Se calcula la concentraciéon de DNA y su pureza, midiendo la absorbancia en
el espectrofotémetro:

= Se ponen 700 ul se solucion TE en una cubeta de cuarzo de cdmara estrecha
y se mide la absorbancia a 260 nm. Se anota y posteriormente se mide la
absorbancia a 280 nm y también se anota.

= A los 700 pl de solucion TE se le afiaden 5 ul de DNA y se mezcla bien
invirtiendo la cubeta varias veces. Se mide la absorbancia a 260 nm y a 280 nm.
Al valor obtenido se le resta el de la primera medida sin DNA.

» Se anaden otros 5 pul de DNA a la cubeta y se repiten las mediciones. Tiene
que existir una correlacion entre ambas mediciones.

= Para averiguar la pureza del DNA se calcula el cociente de absorbancias a
260 nm/ 280 nm. Se consideran cifras dptimas de pureza aquellas que presentan
un cociente de 1.8-2. Cocientes menores indican la presencia de proteinas en el
medio y cocientes superiores indican la presencia de otras sustancias
contaminantes como etanol. En ambos casos habrd que purificar de nuevo el
DNA.

= Laabsorbancia de los &cido nucleicos es maxima a 260nm. La cuantificacion
de DNA se realiza teniendo en cuenta que una unidad de densidad optica (DO)
se corresponde aproximadamente con una concentracion de 50 pg/ml de DNA
de cadena doble. Empleando esta constante puede cuantificarse el DNA de una
muestra segun la formula:

[ DNA ]= 50 * absorbancia a 260 nm.
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9.3- Genotipado de los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGOI

Los dos SNPs objeto de estudio, rs9652490 y rs11856808 del gen LINGOI,

fueron genotipados mediante la tecnologia KASPar (www.kbioscience.co.uk). Este es

un nuevo sistema de genotipado por fluorescencia que permite discriminar,
mediante una PCR alelo-especifica competitiva, los alelos de un SNP en un Jocus
especifico a partir de DNA genoémico. Este ensayo utiliza una 7aqg polimerasa
modificada sin actividad 3'-5’exonucleasa. Esta tecnologia utiliza primers que
generan productos de PCR fluorescentes que permiten genotipar el SNP en un unico
paso (los procesos de amplificacién y deteccién se producen de manera simultdnea).
Este sistema de genotipado esta disefiado como un ensayo multiplex que detecta
ambos alelos en un unico tubo de reaccion con tres primers especificos para el SNP
sin marcar, y dos primers universales marcados con fluorescencia. Asi, el genotipado
mediante este método consta de:

- Dos primers alelo-especificos sin marcar (uno para cada alelo del SNP
examinado). Cada uno de ellos contiene una secuencia tnica en el extremo 5.

- Un primer comun reverso (hay un segundo primer comun, por si no
funciona la PCR con el primero).

- Dos oligonucleétidos marcados con un fluorocromo en el extremo 5’que
emiten fluorescencia al ser excitados (uno con el fluorocromo FAM vy el otro con el

fluorocromo VIC). Las secuencias de estos dos oligonucleétidos estan disefiadas para
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interactuar selectivamente con las secuencias unicas de las colas de los primers alelo-
especificos.

- Dos oligonucledtidos con el guencher unido al extremo 3’. Las secuencias
de estos oligonucledtidos son complementarias a las de los oligonucleétidos marcados
con los fluorocromos y cuando ambos estdn hibridados el gquencher absorbe la

fluorescencia del fluorocromo al encontrarse en su proximidad.

En la tabla 6, se detallan las caracteristicas de la composicién de la mezcla de
la reaccién de amplificacién. La tabla 7 muestra la composicién de la denominada
Mezcla de Primers (Primer Mix). La denominada AMezcla de Reaccion (Reaction
Mix) es aportada por el laboratorio KBioscience en forma de kit e incluye el resto de
componentes necesarios para el desarrollo de la PCR: 7aq polimerasa, nucledtidos
(dNTPs), fluorocromo de referencia (fluorocromo ROX) y MgCl.. Los primers alelo-
especificos para el estudio de los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGO!

fueron disefiados por Kbioscience (Anexos 4y 5).
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H20 1.336 pl x1 1.336 pl
Primer Mix 0.1pul x1 0.1pl
Reaction Mix 25ul x1 25ul
MgCla 0.064 pl x1 0.064 pl
DNA 1l por pocillo

Tabla 6. Composicién de la mezcla de la reacciéon de amplificacién (x1: volumen por

muestra).

Composicién de la Primer Mix:

Primer especifico alelo A1 (100 pM) 12 pl
Primer especifica alelo A2 (100 uM) 12 pl
Primer comun C1 (100 uM) 30 pl
H20 46 pl

Tabla 7. Composicion de la Primer Mix.
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El proceso de genotipado mediante tecnologia KASPar consta de varias fases
(figuras 9a-b). En una etapa inicial se produce la desnaturalizacién del DNA
separandose en sus dos cadenas. A continuacién comienza la fase de hibridacién o
alineamiento en la que se produce la unién especifica del primer a su secuencia
complementaria en el DNA molde (el extremo 3'del primer se posiciona sobre el
nucleétido del SNP analizado). El primer comun también se une a su cadena
complementaria de DNA y la PCR progresa con el primer alelo-especifico quedando
incorporado en el DNA molde. En estas fases, los oligonucleétidos marcados con
fluorocromos permanecen unidos a sus oligonucle6tidos complementarios portadores
del quencher, por lo que no se genera ninguna seflal fluorescente. Conforme
continua la PCR, el oligonucledtido marcado con el fluoréforo y correspondiente al
alelo amplificado, también, se hibrida con su cadena complementaria y queda
incorporado al molde de DNA. Como el fluorocromo y el quencher estan ahora
espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero no es absorbida y es
captada por el lector. El incremento del DNA en cada ciclo se corresponde con un
aumento de hibridacién de los oligonucleétidos marcados con el fluoréforo, lo que
conlleva un aumento en la misma proporciéon de la fluorescencia emitida. La
fluorescencia observada es diferente en funcién del genotipo que porte cada
individuo: en homocigotos se observa sélo la sefial del fluorocromo correspondiente,
mientras que en heterocigotos se observa las correspondientes a los dos
fluorocromos. El fluorocromo FAM se excita a 485 nm y emite a 520 nm, mientras

que el VIC se excita a 538nm y emite a 554nm.
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Secuencia  especifica  del
extremo 5 del primer-alelo 1
y del oligonucledtido marcado

con el fluorocromo FAM

Secuencia  especifica  del
extremo 5’ del primer-alelo 2
y del oligonucledtido marcado

con el fluorocromo VIC

G/T SNP analizado

Fluorocromo FAM
Fluorocromo VIC
Flurocromo de referencia

Quencher

Taq polimerasa

Componentes del ensayo

PRIMER MIX REACTION MIX
5+ Primer-alelo 1 3 JINTPs
| 0o 9o
, Primer-alelo 2 3’ M1 - Ueriggeiy
5
: 1 10
3’ Primer comun 5 L - '
3”5 3”5
MUESTRA DE DNA
3/
3’ 5’

Figura 9a. Genotipado segun tecnologia KASPar (Kbioecience): leyenda y componentes del

ensayo.
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12 ciclo de 1a PCR. Desnaturalizacién del DNA molde. Hibridacién del primer-alelo 1y
del primer comun a sus secuencias complementarias. Elongacion de las cadenas por
accion de la Taq polimerasa.

5 3’ 5
Primer-alelo 2 no se hibrida rrrrrirrrrrrmi
3’ Primer comun
— Primer-alelo 1 -
s m— .
5’ T1T1ri1ri 3
C
| O I I s R |
217 G

2¢ ciclo de la PCR. La PCR progresa quedando el primer-alelo 1 incorporado en el DNA
molde.

"‘n.\

'lIIIIIIIIIIIIII3

|||||_|1|_|Luw_|_L

El primer comun se une y se produce la elongacién de la cadena de

DNA creando una copia complementaria a la cola del primer-alelo-1

Sucesivos ciclos de la PCR. El oligonucledtido marcado con el fluorocromo FAM se une
a su secuencia complementaria (complementaria también a la cola del primer-alelo 1) y
la fluorescencia que emite ya no es absorbida por el quencher. El incremento del DNA
en cada ciclo se corresponde con un aumento de la hibridacién de los oligonucleétidos
marcados y de la fluorescencia emitida.

Q Q
-3 5’-3,
NTITITITITITE N 1
IIIl|||||||||||||||| 1 =
5 3" 5

Figura 9b. Genotipado segun tecnologia KASPar (Kbioecience): descripcion del proceso.
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La PCR ha sido llevada a cabo en un termociclador Peletier Tetrad®2 de 96
pocillos (BIO-RAD, Hercules, CA) con las siguientes condiciones:
1) Una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 10 minutos.
2) Veintiocho ciclos con 3 etapas cada ciclo de:
* 15 segundos a 94°C (desnaturalizacién).
* 20 segundos a 57°C (hibridacién).
* 30 segundos a 72°C (elongacién).
3) Finalizados los ciclos se hace una fase de extensién de 5 minutos a 72°C para
conseguir una total polimerizacién de todas las cadenas de DNA.
La fluorescencia observada ha sido analizada utilizando el ABI7300HT
(identificacion del producto especifico de alelo) (ABI 7300 Sequence Detection

Software v.1.2.3, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) (figura 10).

Metker [Gorotpads =] GalfFieer = IEFREE
Allelic Discrimination

nnnnnn
\\\\\\\
\\\\\\\

X

Allsle Y (Tagman)

x

00
0,000 0500 1.000 1,500 2000 2500
Allele X% (v2)
3

2000 3,600

Figura 10. Imagen de lectura de fluorescencia en el sistema ABI 7300 Sequence Detection

Software v.1.2.3, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.
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10.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos referentes a las variables cuantitativas (fecha de nacimiento, edad
durante el estudio y edad de inicio de los sintomas) y cualitativas (sexo y forma
clinica de EM) fueron recogidos en una base de datos disefiada para el estudio
(programa Microsoft Excel 2007%). El analisis descriptivo de las poblaciones del
estudio se llev6 a cabo mediante el programa SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, USA). Los datos descriptivos son presentados mediante valores de

media y su desviacién estandar (DE).

Para el analisis de las frecuencias de los distintos genotipos y variantes alélicas
de LINGOI 139652490 y LINGO-1 rs11856808 se utilizé el software PLINK v.1.07
(Shaun Purcell;http://pngu.mgh.hasrvard.edu/purcell/plink/)?*® y el programa SPSS
15.0. El software PLINK v.1.07 se empled para analizar posibles desviaciones del
equilibrio de Hardy y Weinberg en los grupos de pacientes y controles, y en cada
uno de los subgrupos analizados en esta tesis. En el caso de las variables cualitativas,
la comparacién entre los grupos de las frecuencias genotipicas y alélicas de los dos
SNPs analizados se realizd utilizando el test chi-cuadrado, a menos que las
condiciones para su aplicacion no fueran validas, en cuyo caso se aplico el test exacto
de Fisher. En el caso de las variables cuantitativas continuas, este andlisis se llevo a

cabo mediante el test t de Student o el test de ANOVA (segin se comparan dos o tres
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grupos de sujetos, respectivamente), una vez confirmado con la prueba de
Kolmogorov-Smirnoff que dichas variables seguian una distribucién normal. Se
consideraron niveles de significacién estadistica a p<0.05. Se calcularon los intervalos
de confianza al 95%. Se utilizé el método de Stepdown para correccion de multiples

comparaciones.

El poder estadistico calculado para el tamafio de nuestra muestra
(determinado a partir de las frecuencias alélicas empleando un modelo genético de
analisis de frecuencia de portadores del gen enfermo con un OR=1.5; p=0.05) para
asociaciones bilaterales y unilaterales de riesgo en relacién a la variante alélica es el
siguiente: 159652490 G=80.1% vy 87.7%, y rs11856808 T=91.9% y 96.7%,

respectivamente?”.
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11.- CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo de estudio de este trabajo fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacién Clinica del Hospital Universitario Principe de Asturias de Alcala de

Henares en el afio 2005.

Al tratarse de un estudio observacional el unico requerimiento ético fue el
mantenimiento de la confidencialidad respecto a la informacién de los pacientes.
Para ello, se mantuvo en todo momento su anonimato mediante la adecuada
codificacién de su identidad en la base de datos y en los tubos de las muestras

extraidas.

Dado que en el desarrollo del estudio ha precisado de la extraccién de una
muestra sanguinea, se elabor6 un consentimiento informado que fue aprobado por el
Comité de Etica y Ensayos Clinicos del Hospital Universitario Principe de Asturias

de Alcala de Henares para la autorizacion a tal efecto (Anexo 3).
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12.- ANALISIS DE LLAS VARIABLES DEMOGRAFICAS

12.1- Grupo de pacientes con EM

Se estudid un grupo de 293 pacientes diagnosticados de EM?’, procedentes de
la Asociacién de Esclerosis Multiple de Madrid (ADEMM,; 165 pacientes) y las areas
sanitarias de los Hospitales Universitarios Doce de Octubre (Madrid; 32 pacientes),
La Mancha-Centro (Alcazar de San Juan, Ciudad Real; 65 pacientes) y Principe de
Asturias (Alcald de Henares, Madrid; 31 pacientes) (figura 11). El tiempo medio de

duracién de la enfermedad fue de 11.1 afios (DE=7.9).

Distribucion segun procedencia (Grupo EM)
200 n=165
150
100 n=65
n=32 n=31
50 ﬂ
0 I L
ADEMM H.Doce de H. Mancha H.Principe de
Octubre Centro Asturias

Figura 11 . Histograma de distribucién segin la procedencia en el grupo de pacientes con

EM.
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El grupo de pacientes con EM estaba constituido por 203 mujeres y 90

hombres, lo que representd el 69.3% y 30.7% respectivamente (figura 12).

Distribucidén por sexo (Grupo EM)
n=203
250
200
150 =90
100
50
0
Mujeres Hombres

Figura 12. Histograma de distribucién por sexo en el grupo de pacientes con EM.

La media de edad de los pacientes en el momento de inclusién en el estudio
fue de 43.9 afios (DE=11.4), con una distribucién de mayor prevalencia entre 41 y 50

afios (n=98) (figura 13).
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Distribucion por edad en el momento de inclusion en el
estudio (Grupo EM)

n=98

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

n=82 n=80

n=26

n=7

<21 afios 21-30 afios 31-40 afios 41-50 afios > 50 afios

Figura 13. Histograma de distribucién por edad en el momento de inclusién en el estudio en

el grupo de pacientes con EM.

La media de edad de los hombres con EM en el momento de participacién en
el estudio fue de 42.4 afios (DE=10.3) con un minimo de 15 afios y un maximo de 61
anos, y la de las mujeres de 44.6 afios (DE=11.9) con un minimo de 20 afios y un
maximo de 78 afios (figura 14). No se detectaron diferencias estadisticamente

significativas al comparar la edad entre ambos grupos.
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70

60

50

40

30

20

10

Distribucion por sexo y edad en el momento de inclusion

en el estudio (Grupo EM)
n=69

n=54 n=55

n=29

n=28 _
n=23 n=25

n=2 n=5 n=3

<21afos 21-30anos 31-40anos 41-50anos > 50 afios

B Mujeres

B Hombres

Figura 14. Histograma de distribucién por sexo y edad en el momento de inclusién en el

estudio en el grupo de pacientes con EM.

12.2- Grupo control

y profesores de la Universidad de Extremadura (Badajoz;

Se incluyeron 318 sujetos sanos como grupo control constituido por alumnos

150 sujetos), y

acompafiantes de pacientes afectos de una enfermedad neuroldgica distinta a la EM

atendidos en el departamento de Neurologia de la Clinica Universitaria de Navarra

(Pamplona; 168 sujetos) (figura 15).
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Distribucion por procedencia (Grupo control)
n=168

200 n=150
150
100
50
0

U.Extremadura C.U Navarra

Figura 15. Histograma de distribucién por procedencia en el grupo control.

El grupo control estaba formado por 221 mujeres y 97 hombres, lo que

represento el 69.5% y 30.5% respectivamente (figura 16).

Distribucidn por sexo (Grupo control)
n=221

250
200

150 n=97
100
50
0

Mujeres Hombres

Figura 16. Histograma de distribucién por sexo en el grupo control.
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La media de edad de los sujetos control en el momento de participacién en el
estudio fue de 43.8 afios (DE=12.4), con una distribucién de mayor prevalencia entre

41y 50 afios (n=106) (figura 17).

Distribucion por edad en el momento de inclusion en el
estudio (Grupo control)
120 n=106
n=89 n=87

100

80

60

40 n=28

20 n=8

0
<21 afios 21-30 afios 31-40 afios 41-50 afos > 50 afios

Figura 17. Histograma de distribucién por edad en el momento de inclusién en el estudio en

el grupo control.

La media de edad en el subgrupo control de hombres sanos en el momento de
ser incluidos en el trabajo fue de 45.2 afios (DE=10.4), con un minimo de 19 afios y
un maximo de 87 afios. En el subgrupo de mujeres, la media de edad fue de 42.3 afios
(DE=13.2), con un minimo de 18 afios y un maximo de 85 afios (figura 18). No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas al comparar la edad entre

ambos grupos.
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Distribucidon por sexo y edad en el momento de
inclusion en el estudio (Grupo control)

20 n=75
n=59 n=60
60
40 n=30 n=31 B Mujeres
n=25 n=27
B Hombres

20 n=2 n=6 n=3

0

<21 afios 21-30afios 31-40 afios 41-50 aflos > 50 afios

Figura 18. Histograma de distribucién por sexo y edad en el momento de inclusién en el

estudio en el grupo control.

12.3- Comparacién entre pacientes con EM y grupo control

Todos los sujetos estudiados son comparables en edad y sexo. No hubo
diferencias estadisticamente significativas para las dos variables demograficas

analizadas (edad en el momento de inclusion y sexo) entre los dos grupos (tabla 8).

Pa 0 Grupo control
9 (n=318)
Edad actual (media + DE) 439+11.4 43.8+12.4 0.757
Sexo (M: H) 203:90 221:97 0.954

Tabla 8. Comparacién de las variables edad en el momento de inclusién en el estudio y sexo

entre el grupo de pacientes con EM y el grupo control (M: mujer; H: hombre).
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13.- ANALISIS DE LA VARIABLE FORMA CLINICA DE EM

La clasificacion, segin la forma evolutiva de la enfermedad”, en nuestro
grupo de pacientes con EM fue la siguiente (figura 19):

- EMRR: 159 pacientes (54.3%).

- EMSP: 91 pacientes (31%).

- EMPP: 43 pacientes (14.7%).

Distribucion por forma clinica de EM
200 n=159
150
n=91
100
n=43
50
0
EMRR EMSP EMPP

Figura 19. Histograma de distribucién por forma clinica en pacientes con EM.

El tiempo medio de duracién de la enfermedad fue de 10.5 afios (DE=8.2) en
el grupo de pacientes con EMRR, 12.3 afios (DE=9.3) en el de EMSP y 11.0 afios

(DE=7.7) en el de EMPP.
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Tanto en el subgrupo de hombres como en el de mujeres, la forma evolutiva

predominante fue la EMRR (figura 20). Las formas progresivas (EMSP y EMPP)

mostraron una predileccién no estadisticamente significativa por el sexo masculino.

150

125

100

75

50

25

Distribucion por sexo y forma clinica de EM
n=118
® EMRR
n=57 m EMSP
s n=4l_ ., ® EMPP
n=15
Mujeres Hombres

Figura 20. Histograma de distribucién por sexo y forma clinica en pacientes con EM.

La media de edad de inclusion en el estudio fue superior en el grupo de

pacientes con EMPP (media= 54.4 afios; DE= 10.2) y EMSP (media= 47.2 afios; DE=

9.9) que en el grupo con EMRR (media= 39.9 afios; DE= 10.5) (figura 21). Se

detectaron diferencias estadisticamente significativas (p= <0.001) entre las formas

progresivas (EMPP y EMSP) y la forma EMRR, y entre los pacientes con formas

EMPP y EMSP (p=0.009).
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Distribucion por edad en el momento de inclusion en el
estudio y forma clinica de EM

60

< 21 anos 21-30 afios

n=54
50
40 n=34 - m EMRR
n=29
30 W EMSP
=22 -
) n=20 =19 W EMPP
20
10 ¢ nes - L
n=1 n=0 =
0

31-40afios  41-50 afios > 50 afios

Figura 21. Histograma de distribucién por edad en el momento de inclusién en el estudio y

forma clinica en pacientes con EM.
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14.- ANALISIS DE LA VARIABLE EDAD DE INICIO DE LA EM

En nuestro grupo de pacientes con EM se observéd una media de edad de
inicio de la enfermedad de 32.8 afios (DE=10.9), con un minimo de 8 afios y un
maximo de 67 afos. La mayoria de los enfermos estudiados sufrieron los primeros

sintomas de la enfermedad antes de los 40 afios (n=169) (figura 22).

Distribucion por edad de inicio de la EM

120 n=107

100
n=78

80 n=71

60

40

0

n=20 n=17

< 21 afios 21-30 afios 31-40 afios 41-50 afos > 50 afios

Figura 22. Histograma de distribucién por edad de inicio de la EM.
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La edad media de inicio de la enfermedad en el subgrupo de mujeres fue de
32.7 afios (DE= 11.4), con un minimo de edad de 8 afios y un méaximo de 67 afios
(figura 23). En el subgrupo analizado de hombres, la media de edad de comienzo de
la EM fue de 33.2 afios (DE= 10.1), con un minimo de edad de 14 afios y un maximo
de 57 afios (figura 23). No se detectaron diferencias estadisticamente significativas al

comparar la edad de inicio en ambos subgrupos.

Distribucion por sexo y edad de inicio de la EM

n=78
80

70

60
n=51

n=48
50

B Mujeres
40

n=30 n=29 m Hombres

30
n=20

20 n=15

10 n=5 n=6

<2lanos 21-30anos 31-40afios 41-50aifos > 50 afios

Figura 23. Histograma de distribucién por sexo y edad de inicio de la EM.

Al analizar la edad de inicio de la enfermedad segun las formas evolutivas de

EM, se observ6 como ésta fue mayor en los pacientes con EMPP (media= 43.4 afios;

(
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DE= 11.6) que en los pacientes con EMRR (media= 29.5 afios; DE= 8.5) y EMSP
(media= 34.9 anos; DE= 11.8) (figura 24). Asi, se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en la edad de comienzo de la enfermedad entre la
forma clinica EMPP y las formas EMRR (p=<0.001) y EMSP (p=0.007). Ademas, este
analisis también mostré como los pacientes con EMSP debutaron a una edad también

mas avanzada que los sujetos con EMRR (p=0.005).

Distribucion por edad de inicio y
forma clinica de la EM
60 n=54
50 n=46
n=43
40
n=31 ®EMRR
30 n=26 B EMSP
n=22
n=20 u EMPP
20 n=15
n=9 n=9
10 n=5 n=5 n=7
n=0 n=
0
< 21 anos 21-30 afios 31-40 aiios 41-50 anos > 50 afios

Figura 24. Histograma de distribucién por edad de inicio y forma clinica de EM.
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15.- ANALISIS DE LOS SNPs rs9652490 y rs11856808 DEL GEN

LINGOI1

15.1- Genotipos y variantes alélicas de LINGOI 159652490 y

rs11856808 de pacientes con EM y controles sanos

Las frecuencias de los genotipos de LINGOI 1s9652490 y LINGOI!
rs11856808, asi como de sus variantes alélicas no difirieron significativamente entre

pacientes diagnosticados de EM y voluntarios sanos (tablas 9 y 10).

El genotipo LINGOI1 159652490 A/A fue el maés frecuentemente identificado
tanto en pacientes con EM como en individuos sanos (67.2% vy 69.8%,
respectivamente) (tabla 9). Los enfermos con EM presentaron en un 31.4% el
genotipo LINGOI 1s9652490 A/G frente a un 27% de los controles. Por ultimo, el
1.4% de los casos presentd el genotipo LINGO1 rs9652490 G/G frente al 3.1% de los
controles. En cuanto al examen de las variantes alélicas LZINGOI rs9652490 A y
LINGOI 159652490 G, se evidencié que el 829% y el 17,1% de los casos
respectivamente las presentaban, frente al 83.3% y el 16.7% de los controles (tabla

9).

l 148

——'



RESULTADOS

Por otro lado, el andlisis del genotipo LINGOI rs11856808 (tabla 10) mostrd
como el 46.8% de los pacientes con EM vy el 45.6% de los sujetos control presentaban
el genotipo LINGOI rs11856808 C/C. Los enfermos con EM presentaron en un 43%
el genotipo LINGO1 rs11856808 C/T frente a un 46.9% de los controles. Finalmente,
en el 10.2% de los casos se identificé el genotipo LINGOI rs11856808 T/T frente al
7.5% de los controles. Al realizar el analisis de la variantes alélicas LINGO!
rs11856808 Cy LINGOI1s11856808 T, se puede observar en la tabla 10 que el 68.3%
y el 31.7% de los enfermos con EM las presentaban respectivamente, mientras que

en los controles se detectaban en un 69% y 31% respectivamente.

Las frecuencias de genotipos y alelos entre pacientes con EM e individuos

sanos estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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PACIENTES CON EM GRUPO CONTROL

(n=293; 586 alelos) (n=318; 636 alelos)
GENOTIPOS P
LINGO1I rs9652490 A/A 197 67.2 222 69.8
LINGO1I rs9652490 A/G 92 314 86 27.0 0.197
LINGO1I 1rs9652490 G/G 4 14 10 3.1
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGO1I rs9652490 A 486 829 530 83.3 1.03 (0.76-1.39)
LINGO1I 19652490 G 100 17.1 106 16.7 0.853

Tabla 9. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI 1rs9652490 en pacientes con EM y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).

PACIENTES CON EM GRUPO CONTROL

(n=293; 586 alelos) (n=318; 636 alelos)
GENOTIPOS P
LINGO1 rs11856808 C/C 137 46.8 145 45.6
LINGO1 rs11856808 C/T 126 43.0 149 46.9 0.407
LINGO1 rs11856808 T/T 30 10.2 24 7.5
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGO1I rs11856808 C 400 68.3 439 69.0 1.04 (0.81-1.32)
LINGO1I rs11856808 T 186 31.7 197 31.0 0.773

Tabla 10. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs11856808 en pacientes con EM y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).
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15.2- Genotipos y variantes alélicas de LINGOI 159652490 y

rs11856808 de mujeres con EM y voluntarias sanas

En el examen por subgrupos de mujeres con EM vy sanas, de los genotipos de
LINGOI 1s9652490 y LINGOI rs11856808, asi como de sus correspondientes
variantes alélicas, tampoco se objetivaron diferencias estadisticamente significativas

(tablas 11 y 12).

Como ocurria en el andlisis de la poblacién global, el genotipo LINGOI
rs9652490 A/A fue el mas frecuentemente detectado entre las mujeres diagnosticadas
de EM (68.5%), seguido del genotipo LINGOI rs9652490 A/G (30.5%). Finalmente,
el genotipo LINGO1 1s9652490 G/G sdlo se identificéd en 2 pacientes (1%). En el caso
de las mujeres control, también se mantuvo estd distribuciéon de frecuencias
(LINGOI 189652490 A/A: 69.2%; LINGOI 19652490 A/G: 27.1%; LINGOI1
rs9652490 GG: 3.6%) (tabla 11). Al realizar el estudio de las variantes alélicas
LINGOI1 159652490 A y LINGOI1 19652490 G, se puede observar en la tabla 11, que
el 83.7% y el 16.3% de las pacientes los presentaban respectivamente. En el caso de
las mujeres control, las frecuencias detectadas para cada variante alélica fueron

82.8% y 17.2% respectivamente.
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Como demuestra la tabla 12, las mujeres con EM presentaron en el analisis de
los genotipos LINGOI 1s11856808 C/C, LINGOI rs11856808 C/T y LINGOI
rs11856808 T/T un porcentaje de casos del 46.8%, 44.3% y 8.9% respectivamente. En
las mujeres control, el porcentaje de cada genotipo fue menor, excepto para el
genotipo LINGOI1 rs11856808 C/T (46.6%). En el examen de las variantes alélicas, se
encontraron frecuencias de aparicién idénticas en ambos grupos de mujeres
evaluadas en este estudio (LINGOI1 rs11856808 C: 69%; LINGO1 rs11856808 T: 31%)

(tabla 12).

Las frecuencias de genotipos y alelos entre mujeres con EM y mujeres sanas

estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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MUJERES CON EM

(n=203; 406 alelos)

MUJERES CONTROL

(n=221; 442 alelos)

GENOTIPOS p
LINGOI rs9652490 A/A 139 68.5 153 69.2
LINGOI rs9652490 A/G 62 30.5 60 27.1 0.170
LINGO! rs9652490 G/G 2 1.0 8 3.6
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
p
LINGOI 159652490 A 340 83.7 366 82.8 0.95 (0.65-1.34)
LINGOI 159652490 G 66 16.3 76 17.2 0.715

Tabla 11. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs9652490

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).

MUJERES CON EM

(n=203; 406 alelos)

MUJERES CONTROL

(n=221; 442 alelos)

en mujeres con EM y

GENOTIPOS p
LINGOI 1511856808 C/C 95 46.8 101 457
LINGOI 1511856808 C/T 90 443 103 46.6 0.852
LINGOI 1511856808 T/T 18 8.9 17 7.7

OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P

LINGOI 1511856808 C 280 69.0 305 69.0 1.00 (0.75-1.34)
LINGOI 1511856808 T 126 31.0 137 31.0 0.990

Tabla 12. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs11856808 en mujeres con EM y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).
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15.3- Genotipos y variantes alélicas de LINGOI 159652490 y

rs11856808 de hombres con EM y voluntarios sanos

Las frecuencias de genotipos y variantes alélicas de LINGOI 159652490 y
LINGOI rs11856808 no difirieron significativamente entre hombres con EM y

voluntarios sanos (tablas 13 y 14).

Como ocurria en el analisis de la poblacién global y en el del subgrupo de
mujeres, el genotipo LINGOI 159652490 A/A fue el maés frecuentemente detectado
tanto en varones con EM (64.4%) como en controles (71.1%), seguido del genotipo
LINGOI 1rs9652490 A/G (hombres con EM: 33.3%; hombres control: 26.8%).
Finalmente, el genotipo LINGOI 159652490 G/G sélo se identifico en 2 sujetos de
cada subgrupo (hombres con EM: 2.2%; hombres control: 2.1%) (tabla 13). Al
realizar el estudio de las variantes alélicas LINGOI rs9652490 A y LINGOI!
rs9652490 G, se puede observar en la tabla 13, como el 81.1.7% y el 18.9% de los
varones afectos de la enfermedad presentaban dichos alelos respectivamente. Cuando
realizamos este mismo andlisis, en el grupo de voluntarios sanos, las frecuencias

detectadas para cada variante alélica fueron 84.5% y 15.5% respectivamente (tabla

13).
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Los hombres con EM presentaron en el analisis de frecuencia de los genotipos
de LINGOI1 rs11856808 los siguientes porcentajes: LINGOI rs11856808 C/C: 46.7%;
LINGOI rs11856808 C/T: 40%; y LINGOI rs11856808 T/T: 13.3% (tabla 14). Entre
los voluntarios sanos, como ocurria en el grupo de mujeres control, el porcentaje de
aparicién de cada uno de los genotipos fue menor, excepto para el genotipo LINGOI
rs11856808 C/T (47.4%). En el examen de las variantes alélicas, como puede
observarse en la tabla 14, el alelo LZINGO1 rs11856808 C fue el mas frecuentemente
detectado en los dos grupos de individuos analizados (hombres con EM: 66.7%;

hombres sanos: 69.1%).

Las frecuencias de genotipos y alelos entre hombres con EM y voluntarios

sanos estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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HOMBRES CON EM HOMBRES CONTROL

(n=90; 180 alelos) (n=97; 194 alelos)
GENOTIPOS P
LINGOI1 rs9652490 A/A 58 64.4 69 71.1
LINGOI1 rs9652490 A/G 30 33.3 26 26.8 0.651
LINGOI1 rs9652490 G/G 2 2.2 2 2.1
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGOI rs9652490 A 146 81.1 164 84.5 1.27 (0.74-2.18)
LINGO1I rs9652490 G 34 18.9 30 15.5 0.380

Tabla 13. Genotipos y variantes alélicas de LZINGOI rs9652490 en hombres con EM y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).

HOMBRES CON EM HOMBRES CONTROL

(n=90; 180 alelos) (n=97; 194 alelos)
GENOTIPOS P
LINGO1I rs11856808 C/C 42 46.7 44 454
LINGO1 rs11856808 C/T 36 40.0 46 47.4 0.313
LINGO1 rs11856808 T/T 12 13.3 7 7.2
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGO1I rs11856808 C 120 66.7 134 69.1 1.08 (0.60-1.43)
LINGO1I rs11856808 T 60 33.3 60 30.9 0.725

Tabla 14. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI! rs11856808 en hombres con EM y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).
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15.4- Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs9652490 y rs1185680

de pacientes con EM y controles, segin la forma clinica de EM

En el examen de los genotipos de LINGOI rs9652490 y LINGOI rs11856808
y de sus correspondientes variantes alélicas en pacientes con EM y controles, segin
la forma evolutiva de la enfermedad (EMRR, EMSP, EMPP), no se identificaron

diferencias estadisticamente significativas (tablas15-20).

En efecto, al analizar el genotipo LINGOI 1s9652490 y, como puede
observarse en las tablas 15, 17 y 19, el genotipo LINGOI rs9652490 A/A fue el mas
frecuentemente identificado en las distintas formas evolutivas de EM (EMRR: 64.2%;
EMSP: 68.1%; EMPP: 76.7%), asi como en los controles (69.8%). Por el contrario, el
genotipo mas infrecuente en las 3 formas clinicas de EM y en el grupo de voluntarios
sanos fue LINGOI 1s9652490 G/G (EMRR: 0.6%; EMSP: 3.3%; EMPP: 0.0%; grupo
control: 3.1%). En cuanto al examen de las variantes alélicas LINGOI rs9652490 A y
LINGOI 159652490 G, se evidencié un claro predominio de la primera en las 3
formas evolutivas de EM (EMRR: 81.8%; EMSP: 82.4%; EMPP: 88.4%), asi como en

el grupo control (83.3%) (tablas 15, 17 y 19).

Por otro lado, el analisis del genotipo LINGO1 rs11856808 (tablas 16, 18 y 20)

mostré como el genotipo LINGOI rs11856808 T/T fue el menos frecuente en las
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distintas subpoblaciones examinadas (EMRR: 9.4%; EMSP: 14.3%; EMPP: 4.7%; y
grupo control: 7.5%). No se identificaron diferencias estadisticamente significativas
al comparar la distribuciéon de los otros dos genotipos estudiados de LINGOI
rs11856808, si bien, el genotipo LINGO! rs11856808 C/C mostré una tendencia a
identificarse mas frecuentemente en pacientes con EMPP al compararlo con el grupo
control, sin alcanzar significacion estadistica (EMPP: 62.8%; grupo control: 45.6%).
Al realizar el estudio de los alelos ZINGOI rs11856808 C y LINGO! rs11856808 T,
observamos que la frecuencia de la forma alélica LINGOI rs11856808 C era
claramente mayor en las 3 formas clinicas de EM (EMRR: 66.4%; EMSP: 66.5%;
EMPP: 79.1%), asi como en el grupo de sujetos control (69%) (tablas 16, 18 y 20).
Como era de esperar, se identificé una tendencia no estadisticamente significativa a
favor de una presencia mas frecuente del alelo L/NGOI rs11856808 C entre

pacientes con EMPP frente a voluntarios sanos (p=0.056).

Las frecuencias de genotipos y alelos entre pacientes con EMRR, EMSP y

EMPP, y los sujetos sanos estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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PACIENTES CON EMRR

(n=159; 318 alelos)

GRUPO CONTROL

(n=318; 636 alelos)

GENOTIPOS P
LINGOI 159652490 A/A 102 64.2 222 69.8
LINGOI 159652490 A/G 56 35.2 86 27.0 0.055
LINGOI 159652490 G/G 1 0.6 10 3.1
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGOI 159652490 A 260 81.1 530 83.3 1.12 (0.78-1.59)
LINGOI 159652490 G 58 18.2 106 16.7 0.544

Tabla 15. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs9652490 en pacientes con EMRR y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).

PACIENTES CON EMRR

(n=159; 318 alelos)

GRUPO CONTROL

(n=318; 636 alelos)

GENOTIPOS |
LINGOI1 rs11856808 C/C 67 421 145 45.6
LINGO1 rs11856808 C/T 77 48.4 149 46.9 0.670
LINGO1 rs11856808 T/T 15 9.4 24 7.5
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGO1 rs11856808 C 211 66.4 439 69.0 1.13 (0.85-1.51)
LINGO1 rs11856808 T 107 33.6 197 31.0 0.404

Tabla 16. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs11856808 en pacientes con EMRR y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).
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PACIENTES CON EMSP

(n=91; 182 alelos)

GRUPO CONTROL

(n=318; 636 alelos)

GENOTIPOS P
LINGOI 159652490 A/A 62 68.1 222 69.8
LINGOI 159652490 A/G 26 28.6 86 27.0 0.956
LINGOI 159652490 G/G 3 3.3 10 3.1
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGOI 159652490 A 150 82.4 530 83.3 1.07 (0.69-1.65)
LINGOI 159652490 G 32 17.6 106 16.7 0.771

Tabla 17. Genotipos y variantes alélicas de LZINGOI 1s9652490 en pacientes con EMSP y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).

PACIENTES CON EMSP

(n=91; 182 alelos)

GRUPO CONTROL

(n=318; 636 alelos)

GENOTIPOS P
LINGOI rs11856808 C/C 43 47.3 145 45.6
LINGOI rs11856808 C/T 35 38.5 149 46.9 0.095
LINGOI rs11856808 T/T 13 14.3 24 7.5
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P

LINGOI 1511856808 C 121 66.5 439 69.0 1.12 (0.79-1.60)
LINGOI 111856808 T 61 33.5 197 31.0 0515

Tabla 18. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs11856808 en pacientes con EMSP y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).
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PACIENTES CON EMPP

(n=43; 86 alelos)

GRUPO CONTROL

(n=318; 636 alelos)

GENOTIPOS P
LINGOI 159652490 A/A 33 76.7 222 69.8
LINGOI 159652490 A/G 10 23.3 86 27.0 0.405
LINGOI 159652490 G/G 0 0.0 10 3.1
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGOI 159652490 A 76 88.4 530 83.3 0.66 (0.33-1.31)
LINGOI 159652490 G 10 11.6 106 16.7 0.232

Tabla 19. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI 1s9652490 en pacientes con EMPP y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).

PACIENTES CON EMPP

(n=43; 86 alelos)

GRUPO CONTROL

(n=318; 636 alelos)

GENOTIPOS |
LINGOI1 rs11856808 C/C 27 62.8 145 45.6
LINGO1 rs11856808 C/T 14 32.6 149 46.9 0.112
LINGO1 rs11856808 T/T 2 4.7 24 7.5
OR (IC 95%)
ALELOS n % n %
P
LINGO1 rs11856808 C 68 79.1 439 69.0 0.59 (0.34-1.02)
LINGO1 rs11856808 T 18 20.9 197 31.0 0.056

Tabla 20. Genotipos y variantes alélicas de LZINGO! rs11856808 en pacientes con EMPP y

controles (OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza).
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15.5- Genotipos y variantes alélicas de LINGOI 159652490 y
rs11856808 de pacientes con EM. Comparacién segiin edad de inicio

de la enfermedad

En el examen de los genotipos de LINGO1 159652490 y LINGO1 rs11856808 y
de sus correspondientes variantes alélicas en pacientes con EM, en relacién con la
edad de inicio de la enfermedad, no se identificaron diferencias estadisticamente

significativas (tablas 21 y 22).

GENOTIPOS EDAD DE INICIO DELA EM
P
(media + DE)

LINGOI rs9652490 A/A 33.0+£115
LINGOI rs9652490 A/G 324+98 0.374

LINGOI rs9652490 G/G 38.5+24.7

ALELOS

LINGOI rs9652490 A 32.6 +10.2
0.825

LINGOI 1rs9652490 G 33.0+11.4

Tabla 21. Genotipos y variantes alélicas de LZINGOI rs9652490 en pacientes con EM: edad

media de inicio de la enfermedad.
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GENOTIPOS

EDAD DE INICIO DELA EM

(media + DE) ’
LINGO1I rs11856808 C/C 325+11.5
LINGO1 rs11856808 C/T 32.6 £ 10.6 0.100
LINGO1 rs11856808 T/T 35.6 +£10.9

ALELOS

LINGOI 1s11856808 C

33.2+10.7

LINGOI rs11856808 T

325+11.5

0.268

Tabla 22. Genotipos y variantes alélicas de LINGOI rs11856808 en pacientes con EM: edad

media de inicio de la enfermedad.
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16.- COMPOSICION Y REPRESENTATIVIDAD DE LA MUESTRA

Se ha realizado un estudio observacional descriptivo junto con otro
observacional analitico de casos y controles, donde se incluyeron 293 casos y 318
controles de ambos sexos y sin limites de edad. Los casos estaban diagnosticados de
EM de acuerdo a los criterios diagnésticos de McDonald et al. de 2001%. Los
pacientes fueron incluidos independientemente del tiempo de evolucién de su
enfermedad, la forma evolutiva, actividad de la misma y el tratamiento actual o
previo utilizado, no debiendo asociar otra enfermedad neurolégica. Tanto los casos
como los individuos control seleccionados no debian tener un familiar diagnosticado

de EM para evitar posibles sesgos.

Las variables recogidas con el fin de determinar la posible relacién existente
entre el desarrollo de EM y los SNPs rs9652490 y rs11856808 del gen LINGO!
fueron dos cualitativas (sexo, forma clinica de EM) y una cuantitativa (edad de inicio

de la EM).

Debido al disefio emparejado del estudio, el grupo de pacientes con EM y el

formado por sujetos control mostraban practicamente la misma proporcién de
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varones y mujeres, y una distribucién de la edad en el momento de inclusién muy
homogénea. Asi, el grupo de casos estaba compuesto por 203 mujeres (69.3%) y 90
varones (30.7%), y el grupo de controles por 221 mujeres (69.5%) y 97 varones
(30.5%), siendo las edades medias en el momento de inclusién de 43.9 y 43.8 aios,

respectivamente.

Nuestra serie de pacientes con EM muestra una relacién mujer/varén de 2.2:1
y una media de edad de aparicion de los primeros sintomas de 32.8 afios. Estos datos
son concordantes con las descripciones de la historia natural de la enfermedad
(relacién mujer/vardn de 2:1; edad de maxima incidencia alrededor de los 30 afios)3"
33, Si bien en algunos estudios se ha identificado un comienzo mas tardio de la EM en
el sexo masculino?®, en nuestra poblacién no hemos encontrado diferencias

significativas al comparar ambos subgrupos (mujeres: 32.7 afios; varones: 33.2 afios).

En este estudio se han incluido pacientes con diferentes formas evolutivas de
EM, siendo la predominante la forma remitente-recurrente, como ocurre en esta
patologia’ (159 pacientes con EMRR, 91 pacientes con EMSP, 43 pacientes con
EMPP). No identificamos ningun caso de EMPR. Al analizar la edad de comienzo de
la EM, segin la forma evolutiva de la enfermedad, se observé un inicio
significativamente mas tardio entre los pacientes que padecian formas progresivas,
especialmente EMPP (EMRR: 29.5 afos; EMSP: 34.9 afos; y EMPP: 43.4 afos).

También se detecté una predileccién no estadisticamente significativa por el sexo

l 166

——'



DISCUSION

masculino en el grupo de pacientes con formas progresivas (EMSP y EMPP). Estas
dos particularidades de las formas progresivas estdn ampliamente descritas en la

literatura cientifica?99300,

La mayoria de los sujetos incluidos en este proyecto (tanto casos como
controles) han participado en otros estudios de asociacién genética llevados a cabo
por nuestro grupo y publicados en los ultimos afios. Hemos evaluado, como posibles
marcadores genéticos modificadores del riesgo para desarrollar EM, los siguientes
genes: de la Histamina-N-metil transferasa, la paraoxonasa 1, el receptor de la
vitamina D3 y la proteina tau asociada a microtibulos®3%, Actualmente, estamos
pendientes de finalizar dos nuevos trabajos en los que hemos examinado los genes de

la Glutation-S-transferasa y de la NAD(H): quinona oxirreductasa.
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17.- LINGO1Y EM

La EM se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria desmielinizante del
SNC en la que se produce, ademas, pérdida axonal. La remielinizacion de las lesiones
no es siempre completa debido a varias causas. Entre ellas se considera la posible
existencia de factores genéticos y/o microambientales que pudieran bloquear la
diferenciacién de las OPCs a oligodendrocitos y la produccién de mielina?#??4%. De
igual manera, los mecanismos patogénicos del dafio axonal y los defectos de su
regeneracién en la EM tampoco son bien conocidos. Las hipdtesis mas plausibles
apuntan a una confluencia de diversos mecanismos entre los que figuran la falta de
soporte trofico del axén por parte de la mielina en las lesiones desmielinizantes, la
propia gliosis reactiva que dificulta su regeneracidn, la presencia de factores solubles
que favorezcan su degeneracién y/o bloqueen su regeneracion, y la posible existencia
de genes que condicionen una mayor susceptibilidad a la pérdida axonal y/o a un

defecto en su regeneracion en los pacientes con EM?256-28,

LINGOL1 es una glicoproteina transmembrana especifica del SNC implicada
en fenédmenos inhibitorios tanto sobre la maduracién de los OPCs y la formacién de
mielina, como sobre la regeneracion axonal?%264267.268 Recientes estudios apuntan,
ademas, a un posible efecto deletéreo sobre el crecimiento y la supervivencia

neuron a1265,266,268,276-279
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LINGOL1 tiene una expresiéon importante a nivel del hipotalamo, tdlamo y
neocortex, y una menor expresion en cerebelo y médula espinal3®. Esta glicoproteina
es codificada por el gen LZINGOI (OMIM 609791, Gene Identity 84894) localizado en

el cromosoma 15q24.3%74.

A nivel de la superficie neuronal, LINGO1 interacciona simultdineamente, a
través de su dominio extracelular LRR, con otras proteinas (Nogo-66, p75 y
TROY/TAJ) formando parte del receptor NgR. La activaciéon de este complejo
receptor por proteinas asociadas a la mielina (Nogo-A, MAG, OMgp) desencadena
una sefalizacién intracelular, con activacién de la GTPasa RhoA, que conduce a la
inhibicién del crecimiento y regeneracién axonal tras la lesién neuronal®®?,
También, a través de su pequeiia region citoplasmatica, LINGO1 puede unirse al
EGFR y modular la via de sefializacién de la FI3K-Akt, involucrada en los procesos
de crecimiento y supervivencia celular?6>268276.277 En este contexto, Inoue y cols. han
observado, en neuronas dopaminérgicas de modelos animales de enfermedad de
Parkinson, como LINGO1 presenta un efecto regulador a la baja sobre la
fosforilacién de la proteina Akt, lo que conduce a una menor supervivencia
neuronal?®. Por otro lado, Fu y cols. han demostrado, en células ganglionares de
retina de modelos animales de glaucoma, la interacciéon de LINGO1 con el receptor
TrKB regulando negativamente esta via de sefializacién celular lo que conduce

también a una disminucidn en la supervivencia de este grupo de neuronas 266278279,
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LINGOI1 también se expresa junto a la proteina p75 en la superficie de
oligodendrocitos y OPCs, donde ha demostrado tener un efecto inhibitorio sobre su
maduracién y la formacién de mielina, a través de una activaciéon de la GTPasa
RhoA?62267268275 Hasta la fecha no se ha identificado la proteina que interacciona con

LINGOL1 e inicia este proceso.

Teniendo en cuenta las funciones de esta proteina, parece razonable evaluar
la posible implicacién de LINGO1 en la patogénesis de la EM. Asi lo han hecho
distintos grupos de investigadores cuyos trabajos sugieren la participaciéon de
LINGOI en la patogenia de esta enfermedad. Mediante estudios anatomopatoldgicos,
se ha observado la existencia de un incremento en la expresién de LINGO1 en las
OPCs presentes en las lesiones desmielinizantes de necropsias de pacientes con
EM?2%, asi como de la proteina Nogo-A en los oligodendrocitos supervivientes que
aparecen en el borde de las lesiones desmielinizantes cronicas activas?®. También se
ha evidenciado como Nogo-A y el complejo NgR se expresan en lesiones de EM lo
que sugiere que la interaccién entre ambos pudiera jugar un papel importante en la

progresion de la enfermedad®.

Del mismo modo, los datos que nos proporcionan diferentes estudios in vitro
y en modelos animales de EM, centrados en bloquear la actividad de LINGO1, avalan

el papel que juega esta proteina en los procesos de bloqueo en la remielinizacién y
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regeneracién axonal que se produce en la EM. Asi, se ha comprobado como la
inhibicién de la actividad de LINGO1 promueve los procesos de diferenciacion de las
OPCs y la formacién de mielina por parte de los oligodendrocitos, lo que conduce al
desarrollo de axones mielinizados?42¢?”2, La maduracién de los oligodendrocitos ha
demostrado ser vital para la correcta mielinizacién de los axones a los que la mielina
aporta un soporte tréfico esencial para su supervivencia. En este contexto, estudios
en ratones knockout para LINGO1 han puesto de manifiesto un comienzo mas
precoz de la mielinizacién de los axones del SNC y una mayor resistencia al
desarrollo de la EAE inducida por MOG?*?%, Ademads, varios trabajos en modelos
experimentales de desmielinizacién y remielinizacién han demostrado una
induccion de la diferenciacién de las OPCs y de la remielinizacién mediante
antagonistas de LINGO1?%?72, Por otro lado, se ha observado una recuperacién
funcional y aumento de la integridad de los axones en la EAE inducida por MOG

con el uso de antagonistas de LINGO12%.

LINGO1 también se ha implicado en la patogenia de otras enfermedades
neurodegenerativas en las que la supervivencia de determinados grupos neuronales
se ve comprometida. Inoue y cols.?> detectaron un aumento de la expresién de
LINGO1 en las neuronas de la sustancia negra de pacientes con enfermedad de
Parkinson en comparacién con individuos sanos de la misma edad, asi como en
distintos modelos animales de esta enfermedad. También, comprobaron en modelos

animales de enfermedad de Parkinson, tanto en ratones knockout para LINGO1

l 171

——'



DISCUSION

como mediante el uso de antagonistas de LINGO1, una mayor supervivencia de las
neuronas dopaminérgicas que se acompafiaba de un aumento en los niveles de Akt
fosforilada?®. Segtiin Inoue y cols. este efecto neuroptotector resultante del bloqueo
de la actividad de LINGOI1 se deriva de su falta de unién al receptor EGFR y
consecuentemente su imposibilidad para disminuir la actividad de la via de
sefalizacion EGFR-PI3K-Akt, lo que se traduce en un aumento de los niveles de Akt

fosforilada y una mayor supervivencia neuronal?®.

Recientemente, también se ha comprobado una sobreexpresiéon de LINGO1
en la corteza cerebelosa de pacientes con temblor esencial frente a la de individuos
sanos®!. Kuo y cols., mediante técnicas de inmunohistoquimica en estudios
postmorten de cerebros de pacientes con temblor esencial, han detectado la
sobreexpresién de LINGO1 en las regiones distales de los axones de las células en
cesta del cerebelo?!. Teniendo en cuenta estos hallazgos anatomopatoldgicos, estos
investigadores consideran que LINGO1 podria desempefiar un papel en la pérdida de
las células de Purkinje y de las células en cesta observada en las necropsias de
pacientes con temblor esencial. Y en este sentido, Zhou y cols.?”” plantean un
mecanismo de accién similar al descrito por Inoue y cols.?® en la enfermedad de
Parkinson, para tratar de explicar la menor supervivencia de estos grupos neuronales
en los pacientes con temblor esencial. No obstante, todavia no se disponen de

estudios que confirmen esta hipdtesis.

l 172

——'



DISCUSION

Por otra parte, Fu y cols.””” han observado, en modelos animales de glaucoma,
como LINGO1 se co-expresaba con el receptor TrkB en las células ganglionares de la
retina cuya supervivencia se vefa comprometida. TrkB es el receptor de la
neurotrofina BDNF (del inglés brain derived neurotrophic factor) y se encuentra
implicado en una via de sefializacidn celular crucial para la supervivencia neuronal.
Este grupo de investigadores comprobaron como LINGO1 interaccionaba con el
receptor TrkB regulando negativamente su activacién en las células ganglionares de
la retina de modelos animales de glaucoma?®. Asimismo, demostraron un aumento
de la supervivencia de estos grupos de neuronas con el uso de antagonistas de

LINGO1, al evitar dicha interaccion6.

Teniendo en cuenta todos estos hallazgos parecia razonable pensar que la
proteina LINGO1 participaba de forma activa en la patogenia de la EM, y por lo
tanto, polimorfismos genéticos comunes del gen LINGOI podrian modificar el riesgo

a padecer esta enfermedad.
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18.- POLIMORFISMOS LINGOI1 1s9652490 Y 1rs11856808 Y

RIESGO PARA EL DESARROLLO DE EM

En los ultimos afios ha habido un creciente interés por identificar los posibles
genes de susceptibilidad de la EM. A lo largo de los tdltimos decenios se han
evaluado, mediante diversos estudios de ligamiento y asociacién alélica, numerosos
genes candidatos segun la idea de una patogenia mediada inmunolégicamente contra
antigenos de la mielina del SNC. Hasta la fecha los genes del sistema HLA han sido
los marcadores genéticos que de manera mds consistente y reiterada se han
relacionado con la predisposicion a padecer EM, y en concreto el haplotipo

DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602545>:1%4,

En los ultimos afios, las nuevas innovaciones en tecnologia han permitido
realizar los llamados GWAS que, mediante la secuenciacién completa de los genomas
de diferentes individuos, permiten examinar la asociacién de multiples SNPs a
enfermedades concretas. Los GWAS resultan de especial interés en el estudio de
enfermedades multigénicas, como es el caso de la EM. Hasta la fecha se han realizado
once GWAS para detectar aquellos posibles genes implicados en la génesis de la EM,
identificindose mas de 50 /ocr diferentes’®®’. Los resultados disponibles de estos

andlisis confirman que los genes asociados a la EM estan mayoritariamente
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codificados en la region del HLA, pero no sélo en esa localizacién. Muchas de las
variantes alélicas identificadas se localizan en genes con funciones inmunoldgicas
(receptores de IL 2 y 7, CD58, CD6, CD40 y otros), y la mayoria se asocian con otras
enfermedades autoinmunes. Por otro lado, se ha observado que se identifican nuevos
genes de susceptibilidad de la enfermedad, conforme se amplia el numero de sujetos
analizados en los GWAS. Esto es especialmente aplicable para aquellos genes no
localizados en el CMH, cuyo efecto sobre el riesgo a padecer EM parece mads
modesto!*®. Por tanto, se considera que en el futuro, conforme se examinen mayores
cohortes de individuos, se continuaran identificindose nuevas variantes alélicas de

riesgo para el desarrollo de EM®71%3,

A pesar de que el gen LINGOI no se ha identificado como gen de
susceptibilidad para padecer EM en los estudios GWAS realizados hasta la
actualidad, el posible papel de la glicoproteina LINGO1 en la patogenia de esta
enfermedad sugiere que puede ser un gen candidato para modificar el riesgo de
padecer EM. No existen estudios previos sobre la posible asociacion de

polimorfismos genéticos de LINGO1 y el riesgo de desarrollar EM.

En esta tesis se ha planteado el analisis de polimorfismos genéticos comunes
para LINGOI (rs9652490 y rs11856808) con el fin de evaluar la hipétesis de que
éstos podrian influir en la variabilidad individual en la remielinizaciéon y la

degeneracién y regeneracion axonal, como papel en la fisiopatogenia de la EM.
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Se han descrito hasta la fecha 517 SNPs diferentes dentro del gen LINGO!
(OMIM 609791, Gene Identity 84894; coordenadas: 77905369-77988490)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). En la mayoria de ellos, la variante alélica mas
rara presenta una frecuencia inferior al 1%, tratdndose por tanto de variantes raras.
En otros casos, todavia las frecuencias alélicas de determinados SNPs estin
pendientes de estudio. En el caso de los SNPs rs11856808 (coordenada: 77972770) y
r$9652490 (coordenada: 77963887), localizados ambos en el intrén 3, la frecuencia de
sus distintas variantes alélicas es superior al 1%. Teniendo en cuenta que ambos
SNPs se localizan en una regién intrénica del gen LINGOI, se valor6 la posibilidad
de que determinadas variantes de los mismos pudieran tener como efecto un
aumento en la expresion de los niveles de LINGO1, potencidndose el efecto de sus

funciones en los pacientes con EM.

Los SNPs examinados en esta tesis han sido estudiados como posibles
polimorfismos genéticos de susceptibilidad para el desarrollo de otras enfermedades
neurodegenerativas en cuya patogenia la proteina LINGO1 parece estar implicada, y
que han sido comentadas en el apartado anterior. Asi, existen diferentes estudios
realizados en poblaciones europeas, norteamericanas y asidticas en los que se ha
demostrado de forma consistente una asociacién entre los genotipos y las variantes
alélicas de LINGOI 1s9652490 y LINGOI rs11856808 y el temblor esencial?®22¥7.

Recientemente, Jiménez-Jiménez y cols.®® han publicado un meta-analisis
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incluyendo a 3.972 pacientes con temblor esencial y 20.714 individuos sanos para el
examen del SNP LINGO1 rs9652490, y 2.076 pacientes con temblor esencial y 18.792
controles para el andlisis del SNP LINGO! rs11856808, en el que demostraron una
asociacién entre los polimorfismos de rs11856808 y el riesgo global de padecer
temblor esencial asi como la forma familiar, y entre los polimorfismos de rs9652490
y el riesgo de padecer temblor esencial familiar exclusivamente. Este mismo andlisis
se ha realizado en pacientes con enfermedad de Parkinson pero los resultados no han
sido reproducibles en las diferentes poblaciones examinadas?®¢?922 En este
contexto, en el afio 2012 se han publicado dos meta-analisis de forma independiente
en los que no se ha encontrado asociacién entre los polimorfismos de LINGOI!
rs9652490 y LINGOI 1s11856808 y el riesgo de padecer enfermedad de

Parkinson?%32%4,

En el presente estudio, no se han encontrado diferencias entre las frecuencias
de los genotipos de LINGOI rs9652490 y LINGOI rs11856808, asi como de sus
variantes alélicas, entre pacientes diagnosticados de EM y voluntarios sanos.
Tampoco hemos detectado diferencias al realizar este mismo analisis por subgrupos
en funcion del género. Finalmente, no hemos observado relacion entre los genotipos
y variantes alélicas de estos dos SNPs del gen LINGO! y la edad de inicio de la

enfermedad ni su forma evolutiva, en nuestra poblacién de pacientes con EM.
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En conclusién, los resultados de esta tesis sugieren que los genotipos y las
variantes alélicas de LINGOI! rs9652490 y LINGOI rs11856808 no presentan

relacién con el riesgo de padecer EM en la poblacién caucasiana espafiola.
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19.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio presenta algunas limitaciones que se comentan a

continuacion:

- Aunque el tamafno de nuestras dos poblaciones de estudio es suficiente para
identificar un odds ratio de hasta 1.5, una asociacién inferior entre los genotipos y las

variantes alélicas de LINGOI rs9652490 y LINGO1 rs11856808 y el riesgo de padecer

EM no seria detectada.

- Al tratarse de un estudio transversal, en la cohorte de pacientes con EM estdn
incluidos enfermos con diferentes grados de severidad de la enfermedad, duracién de
la misma y tratamientos recibidos. Por este motivo, en este trabajo no es posible
evaluar la posible influencia de los genotipos y las variantes alélicas de LINGO!
rs9652490 y LINGO1 rs11856808 sobre la severidad de la enfermedad, y en concreto,
sobre la frecuencia de aparicién de brotes y el desarrollo de discapacidad. Para llevar
a cabo este analisis seria necesario realizar un estudio prospectivo incluyendo a
pacientes con un diagndstico reciente de EM, un tiempo de seguimiento homogéneo,

y unos protocolos de tratamiento uniformes.
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1.- La prevalencia de EM en nuestro estudio es mayor en las mujeres que en los

hombres como ocurre en otras poblaciones estudiadas.

2.- La edad de inicio de aparicién de los primeros sintomas de EM se presentd

con mayor prevalencia antes de los 40 afios sin diferencias respecto al sexo.

3.- Existe una predileccién por el sexo masculino y el inicio tardio de la
enfermedad en el subgrupo de pacientes con formas progresivas de EM,

especialmente con EMPP.

4.- Los genotipos y las variantes alélicas de LINGOI rs9652490 y LINGO!
rs11856808 no presentan relacién con el riesgo de padecer EM en la

poblacién caucasiana espafiola.

5.- Los genotipos y las variantes alélicas de LINGOI rs9652490 y LINGOI
rs11856808 no presentan relacion con el riesgo de padecer EM, en funcién

del sexo, en la poblacién caucasiana espafiola.
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6.- Los genotipos y las variantes alélicas de LINGOI rs9652490 y LINGO!
rs11856808 no influyen en la forma evolutiva de EM que presentan los

pacientes, en la poblacidn caucasiana espafiola.

7.- Los genotipos y las variantes alélicas de LINGOI rs9652490 y LINGO-1
rs11856808 no influyen en la edad de aparicién de los primeros sintomas de la

EM, en la poblacién caucasiana espaifiola.
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ANEXO 1. ESCALA EDSS DE DISCAPACIDAD

1.0

15

2.0

25

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

Exploracién neurolégica normal (grado O en todos los SF; se acepta funcién

cerebral grado 1).

Sin discapacidad, signos minimos en un SF (grado 1 en cualquier SF queno sea Ia

mental).

Sin discapacidad, signos minimos en varios SF (grado 1 en varios SF).

Discapacidad minima en un SF (grado 2 en un SFy 0 6 1 en el resto).

Discapacidad minima en 2 SF (grado 2 en 2 SFy 0 6 1 en el resto).

Discapacidad moderada en un SF (grado 3 en un SF y 0 6 1 en el resto) o
discapacidad leve en 3 6 4 SF (grado 2 en 3-4 SF y 0 6 1 en el resto), con plena

capacidad de deambulacién.

Plena capacidad de deambulacién con discapacidad moderada en un SF (un grado 3)

ygrado2en162SF, ogrado3en 2 SFogrado2en5 SF (con 06 1 en el resto).

Plena capacidad de deambulacién sin ayuda durante gran parte del dia con una
discapacidad relativamente grave (grado 4) en un SF (0 6 1 en el resto) o una
combinacién de grados menores que excedan los limites de los puntos anteriores.

Capaz de caminar sin ayuda o descanso unos 500 metros.

Plena capacidad de deambulacién sin ayuda durante gran parte del dia. Puede
trabajar una jornada completa pero tiene alguna limitacién para tener una actividad
plena o necesita una ayuda minima; caracterizado por una discapacidad
relativamente grave (grado 4) en un SF (0 6 1 en el resto) o una combinacién de
grados menores que excedan los limites de los puntos anteriores. Capaz de

caminar sin ayuda o descanso unos 300 metros.

Camina sin ayuda o descanso unos 200 metros. Tiene una discapacidad grave que
dificulta sus actividades diarias (por ejemplo, para trabajar necesita condiciones
especiales). Equivale a un grado 5 en un SFy 0 6 1 en el resto o una combinacién de

grados menores que suelen exceder la puntuacién del punto 4.0.

(
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5.5

6.0

6.5

7.0

75

8.0

85

9.0

9.5

10

Camina sin ayuda o descanso 100 metros. Tiene una discapacidad grave que
dificulta sus actividades diarias. Equivale aun grado5enunSFy0o6 lenel resto o

una combinaciéon de grados menores que suelen exceder la puntuacion del punto 4.0.

Necesita apoyo unilateral (bastén, muleta o corsé) intermitente o constante para
caminar unos 100 metros con o sin descanso. Normalmente la combinacién de SF

tiene, al menos, mas de 2 SF con grados 3.

Necesita apoyo bilateral (bastones, muletas o corsé) constante para caminar unos 20
metros sin descanso. Normalmente la combinacion de SF tiene, al menos, mds de 2

SF con grados 3.

No puede andar mas de 5 metros incluso con ayuda y limitado a silla de ruedas casi
permanentemente. Utiliza una silla normal que conduce él mismo y puede cambiarse
solo. Suele estar en la silla mds de 12 horas al dia. Normalmente la combinacién de
SF tiene, al menos, mas de 1 grado 4 en los SF; excepcionalmente en 1 grado 5 de la

via piramidal iinicamente.

Incapaz de dar unos cuantos pasos, estd en silla de ruedas permanentemente, necesita
ayuda para cambiarse. Conduce él mismo pero no puede utilizar una silla normal
durante todo el dia; puede necesitar una silla con motor. Equivale a combinaciones

de mas de 1 grado 4 en los SF).

Limitado esencialmente a permanecer en cama o en la silla. Puede usar una silla de
ruedas para desplazarse, pero no puede estar fuera de la cama la mayoria del dia.
Generalmente mantiene la funcionalidad de los brazos. Equivale a combinaciones de

varios SF en grado 4).
Pasa la mayor parte del dia en la cama. Conserva parte de su cuidado personal.
Generalmente mantiene la funcionalidad de sus brazos. Equivale a combinaciones de

varios SF en grado 4.

Estd encamado. Es absolutamente dependiente. Puede comunicarse y comer. La

mayoria de los SF supera el grado 4.

Estd encamado. Es absolutamente dependiente. No puede comunicarse o

comer/deglutir. La mayoria de los SF supera el grado 4.

Muerte debida a EM.
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ANEXO 2. SISTEMAS FUNCIONALES INCLUIDOS EN LA

ESACALA EDSSY

FUNCION PIRAMIDAL

Normal

Signos anormales sin discapacidad

Minima discapacidad

Paraparesia o hemiparesia leve o moderada, o monoparesia grave.
Paraparesia o hemiparesia graves, tetraparesia moderada o monoplejia
Para plejia, hemiplejia o tetraparesia grave

Tetraplejia

Desconocido

FUNCION CEREBELOSA

Normal

Signos anormales sin discapacidad

Ataxia leve

Ataxia moderada de tronco o de extremidades

Ataxia grave de todas las extremidades

Discapacidad para realizar movimientos coordinados debido a la ataxia

Desconocido

Se aflade a cada cifra si la exploracién esta artefactada por la presencia de paresia

FUNCION DEL TRONCO CEREBRAL

Normal

Presencia de signos

Nistagmo moderado u otra discapacidad leve

Nistagmo grave, oftalmoparesia marcada o disfunciones moderadas de otros nervios
craneales

Disartria marcada u otra discapacidad significativa

Discapacidad para deglutir o hablar

Desconocido
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FUNCION SENSITIVA

0- Normal

1- Disminucién leve de la sensibilidad vibratoria y del reconocimiento tactil de figuras
sobre la piel en 1 6 2 extremidades

2- Ligera disminucién de la sensibilidad tdctil, dolorosa o postural y/o disminucién
moderada de la sensibilidad vibratoria en 1 6 2 extremidades, o disminucidn leve de
la sensibilidad vibratoria exclusivamente en 3 6 4 extremidades

3- Disminucién moderada de la sensibilidad tactil, dolorosa o postural y/o pérdida de
la sensibilidad vibratoria en 1 6 2 extremidades, o disminucién leve de la
sensibilidad tdctil o dolorosa y/o disminucién moderada de todas las pruebas
propioceptivas en 3 6 4 extremidades

4- Disminucién marcada de la sensibilidad tactil, dolorosa o postural y/o pérdida de la
propiocepcion, sola o asociadas, en 1 6 2 extremidades o disminucién moderada de
la sensibilidad tactil o dolorosa y/o disminucién grave de la sensibilidad
propioceptiva en mads de 2 extremidades

5- Pérdida de la sensibilidad en 1 6 2 extremidades o disminucién moderada de la
sensibilidad tdctil o dolorosa y/o pérdida de la propiocepcion en la mayor parte del
cuerpo por debajo de la cabeza

6- Pérdida de la sensibilidad por debajo de la cabeza como caracteristica predominante

V- Desconocido

FUNCION INTESTINAL / VESICAL
0- Normal

1- Goteo al inicio de la miccién, urgencia miccional o retencién urinaria de grado leve

2- Goteo inicial, urgencia o retencién urinaria o fecal moderada, o incontinencia
urinaria ocasional

3- Incontinencia urinaria frecuente

4- Necesidad de sondaje casi permanente

5- Pérdida de control de esfinter vesical

6- Pérdida del control de esfinter vesical y rectal

V- Desconocido

FUNCION VISUAL

0- Normal

1- Escotoma con agudeza visual corregida superior a 20/30

2- Escotoma con agudeza visual maxima corregida entre 20/30 y 20/59 en el ojo peor

3- Escotoma de gran tamafio o defectos campimétricos moderados y agudeza visual
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maxima corregida entre 20/60 y 20/99 en el ojo peor

4- Disminucion significativa del campo visual con una agudeza visual maxima corregia
entre 20/100 y 20/200 en el ojo peor, o grado 3 mds agudeza visual maxima del ojo
mejor de 20/60 o menos

5- Agudeza visual maxima corregida menor de 20/200 en el ojo peor, o grado 4 mas
agudeza visual maxima en el ojo mejor de 20/60 o menos

V- Desconocido

X. Se afiade en presencia de palidez papilar temporal

FUNCION CEREBRAL

0- Normal

1- Alteracién del estado de dnimo

2- Deterioro cognitivo leve

3- Deterioro cognitivo moderado

4- Deterioro cognitivo marcado (sindrome cerebral crénico moderado)
5- Demencia o sindrome cerebral crénico grave

V- Desconocido

OTRAS FUNCIONES

0- Ninguna
1- Otros hallazgos neurolégicos atribuidos a la EM (especifiquese)

V- Desconocido
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO

FORMULARIO DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
DEL PACIENTE O DE SU REPRESENTANTE LEGAL
AUTORIZADO

TITULO DEL ESTUDIO: Polimorfismos genéticos de LINGOI en
pacientes con esclerosis multiple

OBJETIVOS DEL ESTUDIO:

El estudio en el que se le propone participar de forma voluntaria es
un estudio de Investigacion a partir del cual se intentara determinar, en los
leucocitos de la sangre, las variaciones en el gen que codifica la sintesis de
la proteina LINGOL, el cual podria estar implicado en el riesgo para
desarrollar esclerosis multiple. Esta proteina tiene un efecto inhibitorio
sobre la maduracion de los oligodendrocitos (células que forman la
mielina), la sintesis de la mielina y la regeneracion de los axones dafiados
de las neuronas. En esta enfermedad se ha descrito un aumento de la
expresion de la proteina LINGOL1 en las lesiones desmielinizantes de
pacientes con esclerosis maltiple.

Dicho estudio se le ha propuesto, bien por padecer esclerosis
maultiple, o bien como paciente control sano. En estudios de investigacion
como el que se le propone es preciso comparar los resultados obtenidos en
el grupo de pacientes con los de personas sanas de edades y sexos
similares.

El objetivo del estudio es exclusivamente de investigacion, y es
probable que los resultados obtenidos no significaran un beneficio directo
para usted, si bien posiblemente puedan servir para conocer algunos de los
mecanismos que contribuyen al desarrollo de la esclerosis multiple. Los
datos personales obtenidos a partir del estudio seran tratados con absoluta
confidencialidad (al recoger sus datos clinicos y su muestra se les asignara
un codigo numérico aleatorio que no podra volver a ser identificado). Por si
existiera en un futuro la posibilidad de estudiar otros genes que pudieran
estar implicados en el desarrollo de esclerosis multiple, las muestras
obtenidas seran almacenadas, manteniendo la mencionada confidencialidad
por el mismo procedimiento.
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INFORMACION SOBRE LA VENOPUNCION

Si usted es un paciente que padece esclerosis multiple o un paciente control
sano voluntario, se le realizara una unica extraccion de 10 cc.

La extraccion de sangre que se la va a realizar puede producir un ligero
dolor en el punto de puncion venosa, y raramente puede producir algunas
complicaciones como un pequefio hematoma o una ligera inflamacién
local.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, el abajo firmante,
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer las preguntas sobre el estudio.
He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con el médico responsable del estudio en este centro.
Comprendo que la participacion en el estudio es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera.

2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados meédicos.

Presto libremente mi conformidad con que D/D?

participe en el estudio

Paciente o Representante legal autorizado Firma Fecha

Nombre del Investigador Firma Fecha
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ANEXO 4. DISENO DE LOS PRIMERS UTILIZADOS EN EL

ESTUDIO DEL SNP rs9652490 DEL GEN LINGO!

159652490

Al= GAAGGTGACCAAGTTCATGCICCCAAAGGGGCTICCTCCAT

A2= GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCAAAGGGGCTTCCTCCCC
C1=ACACATGATGACACAGATGTCACAGAT
C2-GTGCCCCGGGGCAGAGTGAA

SNP1=A

SNP2=G

GAAGGTGACCAAGTTCATGC — Allele 1 tail FAM labeled oligo sequence

_ — Allele 2 tail VIC labeled oligo sequence

Sequence=
AGGTGCAAGGCCAGGATTGGCTGGCAGGGAAAGGGAGGGAAGAGGGGAGAA
GAGGGAGAAGGTAGAGGGAGAGAGAAGGAGAGGGATAGGGAGGAGAGGGG
GTGAGAAGGGAGGAAGGAGGAGAAGAAAAGAGGTGGGGCGAGATGGAGAG
GAAGCACGGGCTGCTCTTAGCCCCAGGGTCCCAGGAAGGCTAAGCCAGAGCC
CAACACAGTGATGACGCAGTTGGGCAGCCGGTTACCTTCAGACACATGATGA
CACAGATGTCACAGATCAGTGCCCCGGGGCAGAGTGAAGCTAGGC[A/G GGG
AGEAAGEEEETTIIGEE A GAGAGGCCCCAGCTTTAGACCAGCGGTCCGGTCTC
CTTCCTATTCTCCCTGCCCCCATGCAGCAGTGAGGTGGGGAGCAGCGGTGGGC
AGGAAGGCGGTCCCCGCCTGGTACCCACCTGGGCCTCCTGCTGTGTCCCAGTT
CAGCCTAAGGAGCTCAGCCACCCTCCTGGGTGAGACTTCCAGGGTCAGACCC
TTCTGACTGTGGTTACAGACTGAGTCTTGACCCTGGCAGGGTGGACTGGCCCC
CAGGAAACTGGAGGAGGCCCCAGATGCCTCACT

A1l: primer especifico del alelo Al; A2: primer especifico del alelo A2; C1: primer comun 1;

C2: primer comun 2 (alternativa).
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ANEXO 5. DISENO DE LOS PRIMERS UTILIZADOS EN EL

ESTUDIO DEL SNP rs11856808 DEL GEN LINGOI

rs11856808

Al= GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCACTCAGAAAGTCACCCAAACG

A2 GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTCACTCAGAAAGTCACCCAAACA
C1=CCTTTGGGGGCAGGTCACCTT

C2-CAGGTCACCTTGCTGCATATGTTGTT

SNP1=C

SNP2=T

GAAGGTGACCAAGTTCATGC — Allele 1 tail FAM labeled oligo sequence
_ — Allele 2 tail VIC labeled oligo sequence
Sequence=
TCTCTGCCATGGTGACTGGAGGCCACATGTTCTGGAAGGGGCTACAAGATGA
TGGAGCTCCTGGCAGCCTAGGTCCCTGAGTTGTTGTGTGGACCAGAGCTCCAC
TACCCTGCCCACATCCCACACCGGGCATGGAATGTGAGTTCATGTGGTAAACG
GAGGAAGGAAGACAGCCTTTGTCACATGAAATCACTGAGAGTTCAGAGAGTA
CCGGTTAGTGCAGCACAACCTTGCCTATCCTACAAAATCCCCACTGCCCCTTT
GGGGGINGEIOREEIIGCTGCATATGTTGTTAGAACA (C/T G IGGGIGACH
FICTGAGTGAG A GAACTAAGTCCCATTTGGGAGCCTCTAAGTAACTAAAATTT
CAGTGGGGGTAGAATAATCTCACTTCCCAAATTCAAGAGTTCCCTATCCACGA
GGAAAAGGGGGAGCTTCCAGGTCCTGCAATGGGCTCCACCTGCAGGACCTTC
CCCACATGCAGAAGGGAGGTGTGAGCTGA

Al: primer especifico del alelo Al; A2: primer especifico del alelo A2; C1: primer comtn 1;

C2: primer comun 2 (alternativa).
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