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I. INTRODUCCION

1. DEFINICION DE MIASTENIA

La miastenia es una enfermedad autoinmune de la unién neuromuscular (UNM) que
representa el prototipo de patologia mediada por anticuerpos(). En la mayoria de los
casos esta causada por autoanticuerpos patogénicos dirigidos contra el receptor de
acetilcolina (RACh) del musculo esquelético(?). El receptor de tirosin-kinasa especifico
de musculo (MuSK), otro componente de la terminacién post-sinaptica muscular,
también es diana inmunolégica®). El origen de la respuesta autoinmune en la
miastenia no se conoce, pero las alteraciones del timo (hiperplasia o neoplasia)*5) y la
predisposicién genétical®) parecen jugar un papel importante. La manifestacion clinica

mas caracteristica es la debilidad muscular fluctuante que empeora con el esfuerzo.

Segun su presentacion clinica y las caracteristicas asociadas, la miastenia se puede
clasificar en diferentes subtipos basados en la distribucién de la debilidad muscular
(ocular o generalizada), la edad de inicio, las alteraciones timicas y el perfil de
autoanticuerpos(?. El reconocimiento de estos subtipos clinicos ayuda a determinar el
manejo y el pronostico de los pacientes. El uso de inmunosupresores para el
tratamiento de la miastenia ha reducido de forma notable la mortalidad y mejorado la

calidad de vida de los pacientes(®).



Epidemiologia

La miastenia es una enfermedad bastante infrecuente, aunque su prevalencia ha
aumentado con el tiempo, hasta 150 por milléon de habitantes. Este aumento se debe
probablemente a la mejoria en el diagnostico y tratamiento de la enfermedad y al
aumento en la esperanza de vida de la poblacién general. La incidencia varia
ampliamente, entre 1.7 y 21 por milléon de habitantes y afio, segiin la procedencia
geografica de los estudios(®. En un estudio prospectivo efectuado en la provincia de
Barcelona se demostr6 una de las incidencias mas altas reportadas, de 21 casos por
millon(19), El sexo y la edad influyen en la aparicién de la miastenia; las mujeres se ven
afectadas casi tres veces mas que los hombres por debajo de los 40 afios, mientras que
a partir de los 50 afios la incidencia es mayor en hombres(11) (Figura 1). En la infancia
la miastenia es infrecuente en Europa y Norteamérica, constituyendo el 10-15% de los
casos, mientras que en paises asidticos como China hasta un 50% de los pacientes

presentan sintomas antes de los 15 afios, principalmente formas oculares(12),

Figura 1. Incidencia de miastenia en una comarca de Barcelona durante 10 afios de seguimiento.
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Clinica

El sello clinico de la miastenia es la debilidad fatigable que afecta a ciertos grupos
musculares susceptibles. Los pacientes notan normalmente que la debilidad fluctia de
un dia a otro o incluso de una hora a otra, empeora con la actividad y mejora con el
descanso. Pueden presentar un grado variable de ptosis, diplopia, disartria, disfagia,
disnea, debilidad facial o debilidad fatigable de las extremidades o axial. La
presentacion inicial mas frecuente es la debilidad ocular, en forma de ptosis y/o

diplopia fluctuante (Figura 2) que aparece en un 85% de los pacientes(11),

Figura 2.

i s

En los primeros dos afios desde el inicio la enfermedad suele progresar hacia la
debilidad muscular generalizada. La debilidad facial es frecuente, muchos pacientes
con miastenia presentan debilidad para la oclusion forzada de los parpados (Figura 3)

(no esconden las pestafias), con o sin afectacion facial inferior (Figura 4).

Figura 3. Figura 4.




La debilidad bulbar puede ser el sintoma inicial hasta en el 15% de los pacientes,
presentandose como disfagia indolora, disartria o debilidad masticatoria. En algunos
casos, debido a la ausencia de sintomas oculares, estos pacientes pueden ser
diagnosticados de forma errénea como enfermedad de neurona motora. La debilidad
respiratoria es infrecuente como sintoma inicial pero puede poner en riesgo la vida
del paciente, requiriendo una intervencion terapéutica urgente. Se puede observar de
forma rara debilidad muscular de cinturas predominante o incluso formas distales
(Figura 5)(1314), La miastenia tiene un curso muy variado, muchos pacientes pueden
presentar durante el primer afio empeoramiento de los sintomas desencadenado por
infecciones, estrés emocional, cirugia o farmacos. La remisiéon espontdnea a largo

plazo es infrecuente pero se ha descrito en un 10-20% de pacientes(11).

Figura 5.

Los pacientes con miastenia generalizada pueden dividirse en formas de inicio
temprano (antes de los 40 afos) y formas de inicio tardio(*3). Con inicio temprano
suelen ser mujeres con anticuerpos anti-RACh e hiperplasia timica. También pueden
tener otras enfermedades autoinmunes, principalmente tiroiditis(16), Con inicio tardio

son mas a menudo hombres y tienen el timo normal o atrofico. Pero existen pocos



estudios histolégicos en este grupo de edad porque no se suele hacer timectomia a los
pacientes mayores de 50 afios a no ser que tengan un timoma. El fenotipo puede ser
ocular o generalizado pero el curso de la enfermedad es tipicamente mas grave que en
los de inicio temprano y las remisiones espontaneas son muy raras(17). Estos pacientes
tienen anticuerpos contra proteinas del musculo estriado (titina, receptor de

rianodina) ademas de los anti-RACh(18),

Entre un 10 y un 15% de pacientes con miastenia tienen timoma, un tumor epitelial
del timo. En estos casos la miastenia es igual de frecuente en hombres y mujeres y
puede presentarse a cualquier edad, con un pico de inicio a los 50 afios(9). La clinica
tiende a ser mas grave, con generalizacion rapida y debilidad bulbar, pero el
prondstico a largo plazo es similar al de los pacientes con miastenia de inicio tardio.
Suelen tener titulos altos de anticuerpos anti-RACh y también anti-musculo estriado.
La cirugia normalmente consigue extirpar el tumor de forma completa y permanente,
pero los sintomas de miastenia persisten y hacen que se requiera tratamiento

inmunosupresor crénico en estos pacientes.

Aproximadamente un 15% de pacientes con miastenia generalizada no tienen
anticuerpos anti-RACh. En un 20-40% de pacientes de este grupo se pueden detectar
anticuerpos anti-MuSK, otra proteina post-sinaptica de la UNM. Habitualmente estos

pacientes tienen un fenotipo clinico diferenciado, con debilidad muscular



predominantemente cervical, respiratoria (Figura 6) y bulbar(20). No es raro observar

atrofia de la musculatura lingual (Figura 7).

Figura 6. Figura 7.

En los pacientes con miastenia MuSK+ se ha descrito una respuesta irregular a
anticolinesterasicos, incluso empeoramiento en algunos casos(?1). Las pacientes son
mas mujeres, el inicio de la miastenia suele ser mas temprano, con un pico de
incidencia en la cuarta década (la miastenia RACh+ en la tercera década), y raramente
se ha descrito por encima de los 60 afos. A diferencia de los pacientes con miastenia
RACh+ los pacientes MuSK+ tienen con menos frecuencia debilidad ocular pura al
inicio, habiendo un 5% que nunca la presentan, pero sin embargo la afectacién de la
musculatura bulbar al inicio es mas frecuente que en la miastenia RACh+(22). Otra de

las principales diferencias es que el timo no esta alterado en la miastenia MuSK+(23).

Los pacientes con miastenia que no tienen anticuerpos anti-RACh o anti-MuSK se
denominan seronegativos. Es un grupo heterogéneo clinicamente, pudiendo presentar

sintomas puramente oculares, generalizados leves o graves.



La miastenia ocular es aquella que permanece limitada, con debilidad de la
musculatura extraocular unicamente. Supone un 17% de la poblaciéon blanca con
miastenia, siendo mas frecuente en asidticos (hasta un 58%), fundamentalmente
nifos. Hasta un 50% de pacientes tienen anti-RACh. Si no se generaliza en los 2
primeros afios, existe un 90% de probabilidad de que la enfermedad permanezca

localizada(?4).

Inmunogenética

La heterogeneidad clinica y biolégica de la miastenia autoinmune parece
correlacionarse con marcadores genéticos, particularmente los genes HLA(5). El
hallazgo mas consistente es la asociacion de los alelos HLA-DR3 y B8 con la miastenia
de inicio temprano e hiperplasia timica. La miastenia de inicio tardio se asocia, pero
en menor medida con HLA-DR2 y B7(625) y en poblacién noruega con el HLA-
DRB1*15:01(26), En pacientes asiaticos se han reportado asociaciones de miastenia y
HLA diferentes, existiendo una alta frecuencia de HLA-DR9 en pacientes chinos y
japoneses y asociacion entre miastenia ocular y HLA-BW46 en chinos(2527), No se han
encontrado asociaciones genéticas claras en la miastenia con timoma, pero los
pacientes con timoma y cierto perfil genético se sabe que tienen un mayor riesgo de
desarrollar miastenia(28). Recientemente se ha descrito una asociacion con DR14-DQ5

en pacientes con anti-MuSK(29),



Fuera del complejo mayor de histocompatibilidad se han descrito variaciones
asociadas con la miastenia RACh+ en los genes de la proteina tirosin-fosfatasa
(PTPN22)39), el receptor Fc gamma (FCGR2)3D y el receptor colinérgico nicotinico
alpha (CHRNA1)(32); genes que intervienen en la respuesta inmune. Recientemente
también se ha descrito la asociacién del gen TNIP1 (tumor necrosis factor alpha-
induced protein 3 TNFAIP3 interacting protein 1) con la miastenia de inicio
temprano(33). Este gen, que inhibe la via del factor nuclear NF-kB y cuya alteracién en
ratones aumenta los niveles de inmunoglobulinas, se ha reportado como alelo de
riesgo también en pacientes con otras enfermedades autoinmunes como el lupus o la

psoriasis.

Diagnostico

La confirmaciéon del diagndstico clinico de miastenia se puede realizar mediante

pruebas a pie de cama del paciente, electrofisiolégicas o inmunoldgicas.

1. Test de edrofonio: consiste en la administraciéon intravenosa de cloruro de
edrofonio, un inhibidor de la acetilcolinestarasa, y la observacién de si en el
paciente se produce una mejoria de la fuerza muscular; por ejemplo, la
desapariciéon de una ptosis palpebral o la recuperaciéon de un musculo

extraocular parético (Figura 8).
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Figura 8.

El edrofonio prolonga la duracién de la accién de la acetilcolina en la UNM,
aumentando la amplitud y duracién del potencial de placa motora. Segun datos
publicados la sensibilidad en el diagnostico de este test es del 71.5-95% en
miastenia generalizada RACh+. Aunque las complicaciones graves con
bradicardia y sincope son raras se recomienda la monitorizaciéon cardiaca
durante el procedimiento(34, El test del hielo es una prueba no farmacolégica
que consiste en colocar hielo encima del ojo durante 2-5 minutos y observar si
mejora la ptosis. Su uso estaria indicado principalmente en el caso de pacientes

con ptosis en los que se contraindica el test de edrofonio(33).

Estudios electrofisiologicos: el mas utilizado es la estimulacidn repetitiva. En
los trastornos de la UNM la estimulacién nerviosa a bajas frecuencias (2-5 Hz)
produce una reduccién progresiva en la amplitud del potencial de acciéon
muscular compuesto, lo que se conoce como decremento (Figura 9). En
aproximadamente el 75% de pacientes con miastenia generalizada la

estimulacién repetitiva resulta anormal, con mayor probabilidad en musculos
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proximales o faciales. En el caso de pacientes con miastenia ocular el

porcentaje desciende a menos del 50%.

Figura 9.
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En la electromiografia de fibra aislada se utiliza un electrodo de aguja
concéntrica especialmente disefiado, que permite identificar potenciales de
accion de fibras musculares individuales que pertenecen a la misma unidad
motora. El jitter neuromuscular es el resultado de las fluctuaciones entre dos
de estos potenciales (Figura 10). Entre el 95-99% de pacientes con miastenia
tienen jitter anormal, si se exploran los musculos adecuados(3%). Pero aunque
sea muy sensible, el jitter aumentado no es especifico de trastornos de la UNM,

pudiendo encontrarse en otras enfermedades de nervio o musculo.



Figura 10.

SFEMG - Jitter

3. Determinacion de anticuerpos: es la prueba inmunolégica fundamental para
el diagnéstico de miastenia. Los anticuerpos anti-RACh se detectan en suero
mediante radioinmunoensayo, que mide la cantidad de anticuerpos que
precipitan el RACh muscular detectado mediante su unién con el antagonista
colinérgico a-bungarotoxina (BTX) radiomarcado(37). Los anticuerpos IgG del
paciente inmunoprecipitan RACh de musculo humano solubilizado con
detergente y marcado con BTX [125 una toxina de serpiente que se une al
receptor con gran afinidad fuera del dominio de uni6n del ligando. La
sensibilidad es de un 85% aproximadamente en miastenia generalizada y 50%
ocular(®® y tiene la ventaja de que puede estimar de forma precisa el titulo de
anticuerpos. Aunque esto no se correlaciona con la gravedad de los sintomas
entre pacientes diferentes, puede ser un indicador del curso de la enfermedad

en un mismo paciente(39),

Existen otras pruebas que miden mediante ELISA la capacidad del suero del
paciente de inhibir la uniéon de ligandos colinérgicos (anticuerpos

monoclonales bloqueantes del RACh) o de inducir la modulacién de los RACh

13
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en cultivo celular (anticuerpos moduladores del RACh), pero afiaden poca

sensibilidad al diagnoéstico(#9),

Los anticuerpos anti-MuSK también se miden mediante radioinmunoensayo,
utilizando el dominio extracelular completo de MuSK humano marcado
directamente con 125, Se suelen determinar en pacientes con miastenia
generalizada negativos para anti-RACh, resultando positivos en

aproximadamente un 40% de estos casos(41),

Los anticuerpos anti-musculo estriado, que reconocen proteinas
citoplasmdticas musculares (titina, miosina, actina y receptor de rianodina) se
detectan en el 75-85% de pacientes con miastenia y timoma, y también en
algunos con timoma sin miastenia(8). Su presencia en pacientes con miastenia
de inicio temprano hace sospechar la presencia de timoma. Anti-titina y otros
se pueden encontrar hasta en el 50% de pacientes con miastenia de inicio

tardio, sin timoma(42),

Estudios radioldgicos: en todos los pacientes en los que se confirma el
diagnostico de miastenia se realiza una tomografia axial computerizada o

resonancia magnética de térax para descartar la presencia de timoma.



Diagndstico diferencial

Tabla 1. Diagnésticos diferenciales de la miastenia

Sindrome de Lambert-
Eaton

Miastenia congénita

Botulismo

Enfermedad de
neurona motora

Preservacion relativa de muasculos extraoculares;
hiporreflexia, disautonomia (boca seca,
impotencia, hipotensién postural)

Seronegativa; inicio en la infancia, no responde a
inmunomoduladores

Progresion rapida y descendente de la debilidad;
afectacion pupilar y autondmica. Datos
epidemioldgicos

Presencia de signos de primera motoneurona;
calambres/fasciculaciones, atrofia

Enfermedades Inicio gradual, sin fluctuaciones, debilidad
mitocondriales simétrica, oftalmoparesia sin diplopia
Polineuropatia Sin fluctuaciones; arreflexia, inicio agudo. Sintomas
desmielinizante y/o signos sensitivos

inflamatoria aguda

Oftalmopatia tiroidea Proptosis

Tratamiento

El tratamiento de la miastenia se puede dividir en 4 categorias:

1. Tratamiento sintomatico
2. Timectomia
3. Tratamiento inmunomodulador

4. Tratamiento inmunosupresor

1. Anti-colinesterasicos
Los inhibidores de la colinesterasa orales son el tratamiento mas inmediato,
sintomatico, en los pacientes con miastenia(}). Aumentan la cantidad de acetilcolina

disponible para su unién al receptor en la UNM. La piridostigmina es el mas utilizado,

15



la dosis inicial en el adulto es 15-30 mg cada 4-6 horas, que se puede aumentar y
ajustar hasta alcanzar el maximo beneficio con los minimos efectos secundarios

(diarrea, dolor abdominal).

Los anti-colinesterasicos no suelen controlar por completo los sintomas ni afectan a la
progresion de la enfermedad, pero en casos de miastenia ocular leve pueden ser
suficientes (Figura 11). Dosis altas (mas de 450 mg al dia, o inferiores en pacientes con
insuficiencia renal) pueden provocar empeoramiento de la fuerza muscular debido a
un bloqueo en la despolarizaciéon de la transmisién neuromuscular, y se suelen
acompafiar de sintomas muscarinicos tipo hipersalivacion, bradicardia, hiperhidrosis,

lagrimeo y miosis.

Figura 11.

2. Timectomia

La realizacién de timectomia en la miastenia se basé inicialmente en observaciones
empiricas en las que los pacientes con miastenia y timoma mejoraban tras la
extirpacion del timo. Debido a que el timo podria jugar un papel patogénico en la
enfermedad, durante mas de 70 afios se ha empleado la timectomia como tratamiento

16



en la miastenia sin timoma. Hasta ahora no se han realizado ensayos aleatorizados y
controlados y las conclusiones de los estudios retrospectivos pueden resultar
confusas debido a las diferencias entre los grupos expuestos o no a la cirugia. Un
meta-analisis exhaustivo concluyé que podria hallarse beneficio en la timectomia y
deberia recomendarse como tratamiento en pacientes seleccionados(3). La mayoria
de expertos considera como opcién terapéutica la timectomia en pacientes con anti-
RACh, miastenia generalizada e inicio antes de los 50 afios. Recientemente ha
concluido un ensayo internacional, prospectivo (liderado por el National Institutes of
Health, Estados Unidos, y en el que intervienen 30 paises) enmascarado y aleatorizado
sobre timectomia en miastenia sin timoma, cuyos resultados ayudaran a clarificar este

tema.

3. Inmunomoduladores
La inmunoglobulinas intravenosas (IglV) y el recambio plasmatico se utilizan como
tratamientos a corto plazo, en exacerbaciones de la miastenia o cuando es necesario
obtener una respuesta rapida. El recambio plasmatico reduce temporalmente la
concentracion de anticuerpos circulantes y produce una mejoria en cuestiéon de dias
en la mayoria de pacientes. Habitualmente se realiza un recambio a dias alternos
hasta un total de 4-6 veces. Los efectos secundarios mas comunes son la hipotensién y
las parestesias debidas a la hipocalcemia inducida por citrato; ademas se pueden
reducir los factores de coagulacion, sobre todo con tratamientos repetidos, y

predisponer al sangrado(*4).
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Las IgIV se utilizan a menudo en pacientes con exacerbaciones. Ensayos aleatorizados
y controlados han demostrado una eficacia similar al recambio plasmatico, que es
igual a dos dosis (1g/kg vs 2 g/kg)“#5). El mecanismo por el cual las IgIV producen la
mejoria no se conoce completamente pero las dos funciones principales podrian ser la
competicion con los autoanticuerpos y la unién al receptor Fc#%). Por otro lado, la
infusion de IglV supone administrar volimenes grandes, con preparaciones viscosas y
puede provocar complicaciones raras pero graves, ademas de ser un tratamiento

caro(47),

4. Inmunosupresores
La mayoria de recomendaciones sobre el uso de inmunosupresores en la miastenia se
fundamentan en evidencias de ensayos aleatorizados y controlados pero pequefios, o
en la experiencia basada en observaciones. El disefio de ensayos clinicos tiene la gran

limitacion de que la miastenia es una enfermedad rara.

a. Corticoides: fueron los primeros inmunosupresores utilizados en
miastenia y siguen siendo los mdas wusados. En cuatro series
retrospectivas amplias sobre tratamiento corticoideo para la miastenia
generalizada, mas del 73% de 422 pacientes tratados alcanzaron una
mejoria importante o remision(#8-31). Generalmente se utiliza
prednisona cuando los sintomas no se controlan adecuadamente con
anti-colinesterasicos solo. Se pueden alcanzar dosis altas al inicio (0.75-

1 mg/kg/dia) y una vez conseguida la mejoria maxima, reducirla de
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b.

forma progresiva o mantenerla a dosis bajas durante afios.
Aproximadamente un tercio de los pacientes pueden experimentar un
empeoramiento transitorio al iniciar la prednisona a dosis altas, que
empieza en los primeros 7-10 dias y puede durar varios mas. En
pacientes con afectaciéon bulbar o respiratoria se pueden dar IglV o
recambio plasmatico antes de iniciar la prednisona para prevenir o
reducir esta posible exacerbacién y para inducir una respuesta mas

rapida.

En cuanto a las formas oculares la prednisona deberia considerarse en
los pacientes que no alcanzan una recuperacion completa de los
sintomas con anti-colinesterasicos(>2), Aunque los corticoides son muy
efectivos en la miastenia su uso créonico puede asociarse a multiples
efectos adversos (retencién de sodio y liquidos, obesidad, pérdida de
potasio, hipertension, intolerancia a la glucosa, osteoporosis, psicosis o

ansiedad, cataratas o glaucoma, tlcera péptica)(53).

Azatioprina: es un antimetabolito de las purinas que interfiere con la
proliferacion de células T y B. Estudios retrospectivos han indicado que
puede ser efectivo en el 70-90% de pacientes con miastenia pero el
inicio de su efecto beneficioso puede tardar hasta 12 meses(5455). La

azatioprina se puede usar en monoterapia o en combinacién con
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prednisona, como agente ahorrador de dosis, lo que permite una mejor
tolerancia y efectividad comparada con prednisona sola(30).
Habitualmente se inicia a una dosis de 50 mg al dia y, en ausencia de
efectos adversos sistémicos, se aumentan 50 mg semanales hasta los 2-
3 mg/kg/dia. En el 15-20% de los pacientes se puede producir una
reaccion idiosincratica con sintomas pseudogripales a los 10-14 dias del
inicio del tratamiento. La hepatotoxicidad y la leucopenia son efectos
adversos importantes pero reversibles si se detectan precozmente y se

reduce la dosis de azatioprina o se retira.

Los pacientes con déficit del enzima tiopurin-metil-transferasa no
pueden metabolizar completamente la azatioprina, por lo que dosis
normales pueden producir una leucopenia grave®7). Se recomienda la
determinacion de la concentracidn de este enzima antes del inicio del
tratamiento con azatioprina y, sobre todo, si se observa una leucopenia
precoz o marcada en el seguimiento analitico. Su uso a largo plazo
puede aumentar el riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer. Este
riesgo es dependiente de la dosis y de la duraciéon del tratamiento, por lo
que se recomienda mantener la dosis de azatioprina minimamente

efectiva.



Micofenolato de mofetilo: bloquea selectivamente la sintesis de las
purinas, suprimiendo por tanto la proliferacion de células T y B. La
eficacia clinica del micofenolato se ha sugerido en series de casos y en
un analisis retrospectivo de 85 pacientes con miastenia(5859. La dosis
estandar utilizada son 1000 mg dos veces al dia, aunque se puede
aumentar hasta 3000 mg al dia. Dosis mas altas se han asociado a
mielosupresion, por lo que se recomienda un control estricto del
hemograma de forma mensual. Dos estudios recientes, controlados, no
han demostrado beneficio adicional de micofenolato frente a 20 mg de
prednisona diaria como terapia inicial(¢®, ni un efecto significativo
como agente ahorrador de dosis en pacientes tratados con
prednisona(él). Como posible explicaciéon de estos resultados negativos
se han citado diversos factores, como la poca gravedad de la
enfermedad en los pacientes tratados, una respuesta mejor de la

esperada a dosis bajas de prednisona y la corta duracién de los estudios.

Ciclosporina: inhibe la proliferacion de células T mediante la disrupcién
de la sefializacion de calcineurina, bloqueando Ila sintesis de
interleuquina-2 y y otras proteinas esenciales para la funcién de las
células T CD4. Su eficacia en miastenia procede de un pequefio ensayo
clinico aleatorizado, controlado con placebo(®?d y de estudios
retrospectivos que han apoyado su uso como agente ahorrador de

corticoides(63). Generalmente se usa ciclosporina en los pacientes en los
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que la azatioprina no es efectiva o no se tolera. La dosis inicial
recomendada es 4-6 mg/kg repartido en dos dosis, aunque para el
mantenimiento suele ser suficiente con 3-4 mg/kg/dia. Los efectos
secundarios mas frecuentes son hirsutismo, hiperplasia gingival,

temblor o anemia, pero los limitantes son hipertension y nefrotoxicidad.

d. Tacrolimus (FK506): tiene un mecanismo de acciéon similar a la
ciclosporina y su potencial efecto beneficioso se ha sugerido en diversos
estudios(®¥), incluyendo un ensayo aleatorizado pero no enmascarado,
en 36 pacientes con miastenia de debut(¢3). Se ha reportado un beneficio
sostenido en pacientes con anticuerpos contra el receptor de rianodina,
con la hipétesis de que el efecto es debido a una liberaciéon de calcio
sarcoplasmico mediada por el receptor de rianodina(®®), En diferentes
series se han utilizado dosis diarias de 3-5 mg/dia, con un perfil de
efectos secundarios que sugiere que es menos nefrotoxico que la

ciclosporina.

Un pequefio porcentaje de pacientes con miastenia son refractarios al tratamiento o
desarrollan efectos adversos intolerables cuando toman prednisona en combinacién
con uno o dos de los inmunosupresores arriba descritos. Los siguientes farmacos son

considerados en estos casos.

22



e. Ciclofosfamida: en un ensayo aleatorizado y controlado, la

administracion de bolus intravenosos de ciclofosfamida (500 mg/m2)
en pacientes refractarios a tratamiento consigui6 una mejoria de la
fuerza muscular y disminuyé el requerimiento de prednisona(6?).
También se ha observado una respuesta terapéutica remarcable en
pacientes refractarios tratados con dosis altas (50 mg/kg) durante 4
dias seguido de terapia de rescate, con un beneficio sostenido durante
varios afios sin presentar recaidas(®®). Los efectos secundarios de la
ciclofosfamida son frecuentes y potencialmente graves, incluyendo
mielosupresion, cistitis hemorragica y aumento del riesgo de infeccién y

malignidad.

Rituximab: es un anticuerpo monoclonal quimérico, dirigido contra el
marcador de superficie CD20 de las células B(69). Reduce de forma
efectiva el recuento de células B circulantes y sobre la base de su
potencial para dirigirse contra clones B autorreactivos tiene un papel

terapéutico en enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos.
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Figura 12. Esquema terapéutico en pacientes con miastenia
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Nuestro protocolo de tratamiento estdndar (Figura 12) incluye, ademas de la
timectomia ante la presencia de timoma o en casos seleccionados, prednisona como
farmaco de primera linea. Si la respuesta no es adecuada o son necesarias dosis
superiores a 40 mg a dias alternos pasamos a firmacos inmunosupresores de segunda
linea, en primer lugar azatioprina, seguida de ciclosporina y finalmente micofenolato o
tacrolimus(70). Se consideran pacientes refractarios al tratamiento aquellos que no
presentan una mejoria clinica significativa tras recibir prednisona y haber probado al

menos 3 farmacos de segunda linea.
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Escalas de evaluacién clinica

En el afio 2000 fueron publicadas las recomendaciones para los estandares de la
investigacion clinica, determinadas por la Myasthenia Gravis Foundation of America
(MGFA)(71). Este trabajo, que reunié a un comité de asesores cientificos expertos en
miastenia, incluye varias clasificaciones: clinica, cuantitativa para medir la gravedad
de la enfermedad, para el estado del tratamiento, el estado post-intervencion,
clasificacién de las formas de timectomia y de morbilidad y mortalidad. Estan
dirigidas a su aplicacién en los ensayos terapéuticos en miastenia, con el objetivo de
crear parametros uniformes que permitan la comparacion de los analisis de estudios

diferentes.

Basandonos en los objetivos de esta tesis, aqui solamente describiremos la
clasificacién clinica y de estado post-intervenciéon, por haber sido utilizadas en

nuestros trabajos publicados.

La clasificacion clinica de la MGFA (tabla 2) esta disefiada para identificar subgrupos de
pacientes con miastenia que comparten caracteristicas clinicas que puedan comportar
diferencias en el pronoéstico o respuesta al tratamiento. Se recomienda tener en cuenta
los musculos mas afectados y el momento de maxima gravedad del paciente como

punto de referencia.
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Tabla 2. Clasificacion clinica de la MGFA

Clasel Debilidad ocular. Puede tener debilidad para la
oclusién palpebral. Resto de la fuerza muscular
normal

_ Predominante en miembros y/o axial

Clase III _ Debilidad generalizada moderada

Predominante en musculatura orofaringea y/o
respiratoria
Predominante en miembros y/o axial

o P s s

Clase V Intubacién orotraqueal con o sin ventilacion
mecanica

La clasificacion del estado post-intervencion (tabla 3) esta disefiada para determinar el
estado clinico de los pacientes con miastenia en cualquier momento después de la
instauracion de un tratamiento especifico. La debilidad para la oclusion palpebral
aislada no se considera signo de actividad, pero el uso de anti-colinesterasicos si

porque puede enmascarar sintomas de la enfermedad.
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Tabla 3. Clasificacion del estado post-intervencion de la MGFA

Remision completa estable (CSR) Sin sintomas ni signos de miastenia durante al
menos un afo y sin tratamiento

Remision farmacolégica (PR) Criterios de CSR pero con algin tipo de
tratamiento (excluyendo piridostigmina)

Manifestaciones Sin sintomas ni limitacién funcional pero con

minimas (MM) signos a la exploracién minuciosa

MM-0 @ Sin tratamiento durante al menos un afio
MM-1 | Inmunosupresores pero no piridostigmina

MM-2 | Sélo piridostigmina a dosis bajas (<120 mg/d)
MM-3 | Inmunosupresores y piridostigmina

Mejoria (I) Disminucién sustancial de los sintomas o de la
medicacidn pre-tratamiento

Sin cambio (U) Sin cambios en los sintomas o en la medicacion

Empeoramiento (W) Aumento sustancial de los sintomas o de la
medicacién

Exacerbacion (E) Alcanza criterios de CSR, PR o MM pero

posteriormente desarrolla mas sintomas
Fallecimiento por miastenia (D of MG) Incluye complicaciones del tratamiento o en los
30 primeros dias post-timectomia

2. INMUNOPATOGENESIS

Union Neuromuscular

La UNM se encarga de la transmision de sefales entre nervio y musculo, traduciendo
de forma rapida los potenciales de accion neuronales en contraccion muscular (Figura
13). Tiene tres componentes bdsicos: 1) la terminal nerviosa motora pre-sinaptica,
donde se sintetiza, acumula y libera acetilcolina; 2) el espacio sinaptico; y 3) la
membrana muscular post-sindptica, que contiene los receptores de acetilcolina y el

enzima acetilcolinesterasa.
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Figura 13.
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Existe una gran densidad de RACh que se encuentran tipicamente agregados en las
criptas post-sinapticas para asegurar una gran eficiencia en la transmision de la sefal.
La agregacion de los RACh requiere la unién de la proteina derivada de la
motoneurona agrin a LRP4 (low-density lipoprotein receptor-related protein 4) en la
membrana post-sindptica. El complejo agrin-LRP4 activa MuSK, lo cual conduce a la

agregacion de RACh mediante interaccién con otras proteinas como rapsin(72),

La transmisiéon neuromuscular empieza cuando el potencial de accién nervioso entra
en la terminal y desencadena la liberacién de acetilcolina. La exocitosis de vesiculas
sindpticas que contienen acetilcolina requiere calcio, el cudl entra a la terminal

nerviosa despolarizada por medio de los canales de calcio voltaje dependientes. La
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acetilcolina se difunde por el espacio sinaptico e interacciona con los receptores en la
membrana muscular post-sinaptica, causando una despolarizacién local, el potencial
de placa motora (PPM). El PPM en la UNM normal es mucho mayor que el umbral de
generacion de un potencial de accion de fibra muscular; esta diferencia se ha definido
como el factor de seguridad de la transmisiéon neuromuscular. La acciéon de la
acetilcolina en la membrana post-sindptica finaliza por la acciéon de la
acetilcolinesterasa, que recoge e hidroliza la acetilcolina no unida. En la miastenia, la
pérdida de acetilcolina funcional provoca un descenso en la amplitud del PPM que cae
por debajo del umbral requerido para la generacion del potencial de accion de fibra
muscular durante la despolarizaciéon nerviosa repetitiva, causando el fallo en la

transmisién neuromuscular.

Exiten diferentes mecanismos por los que los anticuerpos del suero pueden interferir
con la funcién de las proteinas sinapticas: activacion del complemento; modulacion
antigénica mediante entrecruzamiento (cross-linking) de la proteina diana;
competencia por los sitios de unién del ligando o bloqueo estérico, el cual impide
cambios conformacionales o la uniéon a proteinas asociadas(’3). La miastenia es
heterogénea en su fisiopatologia dependiendo del antigeno que se altera y los
anticuerpos participantes. Y segin el subtipo de miastenia estos mecanismos
patogénicos tienen mas o menos importancia, dependiendo de factores como

especificidad del epitopo, subclase de anticuerpo o densidad de antigeno.
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Miastenia con anticuerpos anti-RACh

El papel patogénico de estos anticuerpos ha sido claramente demostrado(7475) y
resulta evidente desde el punto de vista clinico ante la dramatica mejoria observada
en los pacientes tras retirar los anticuerpos circulantes mediante recambio
plasmatico(70). Los anticuerpos anti-RACh son de los isotipos IgG1 e IgG3 y por lo tanto
capaces de activar complemento. Se unen al dominio extracelular de la molécula pero
presentan una reactividad heterogénea contra diferentes regiones del RACh. Aunque
los anticuerpos provocan de forma directa la destruccién de la terminal muscular, su
alta afinidad y la naturaleza de las IgG altamente mutadas indica que la respuesta
humoral es dependiente de células T, existiendo células CD4+ que ayudan a las células

B a producir los anticuerpos patogénicos(77.78),

La pérdida de RACh funcionales se rige por tres mecanismos. El mas importante es la
lisis de la terminal muscular mediada por complemento (Figura 14 A), lo que resulta en
dafio morfolégico de la membrana post-sindptica(7980). Se produce una distorsion y
simplificacién del patrén normal en pliegues de la membrana post-sinaptica, lo cual
no sélo tiene un impacto funcional sobre los RACh, sino que también provoca una
reduccion del nimero de canales de sodio voltaje dependiente, aumentando asi el
umbral del potencial de accién de la fibra muscular. En segundo lugar los anticuerpos
bivalentes se unen a dos RACh distintos, provocando su internalizacién acelerada y

degradacion(81.82) (Figura 14 B).
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Y finalmente, el bloqueo directo de los RACh por los anticuerpos dirigidos contra los

sitios de uniéon de la ACh (interferencia directa con el canal i6nico) (83) (Figura 14 C).

Figura 14.
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Otra prueba del papel patogénico de los anticuerpos es la miastenia experimental, que
se puede inducir en los animales por inmunizaciéon con RACh® o por inyecciéon de
anti-RACh(84). Mas recientemente se ha observado que también se induce mediante la

inyeccion intraperitoneal de anti-RACh aislados de pacientes con miastenia(83).
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Generalmente los titulos de IgG anti-RACh totales combinadas no se correlacionan con
la gravedad de la enfermedad, aunque después del tratamiento inmunosupresor si se
ha encontrado correlacion en pacientes individuales(®687), y también en modelos de
miastenia(88), Esta disparidad puede deberse a las diferencias en la actividad funcional
de los anticuerpos, como por ejemplo la capacidad para acelerar la tasa de
degradacion de RACh o de bloquear los sitios de union de ACh. Ademas, como las
subclases de IgG tienen propiedades inmunolégicas diferentes, otra posible
explicacion para esta pobre correlacidn es la variacion en la distribucién de isotipos.
La concentracidon de IgG1l anti-RACh, pero no la de IgG2, 3 y 4, se ha visto que si
correlaciona de forma significativa con la gravedad de la miastenia(®?). Y en monos

Rhesus la transferencia pasiva de IgG1, pero no de IgG4 anti-RACh causa miastenia(°9).

La inmunopatogénesis de la miastenia ocular es similar probablemente a la de la
miastenia generalizada. Existe una mayor susceptibilidad de los mausculos
extraoculares a la enfermedad, que puede derivarse de las diferencias en la morfologia
y fisiologia de la UNM. Dichos musculos presentan hendiduras sindpticas menos
prominentes, tienen menos RACh post-sindpticos, unidades motoras mas pequefias y
estan sujetos a frecuencias de descarga altas. Otro posible factor relevante es la poca
expresion de factores reguladores de complemento, que hace que los musculos

extraoculares sean mas vulnerables al dafio mediado por complemento(®1).
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Por otro lado, durante el ataque de los anticuerpos el musculo presenta una capacidad
propia para compensar la pérdida de RACh y sus proteinas asociadas, y esto también
condiciona la gravedad de la enfermedad. Existe una variabilidad entre individuos en
los mecanismos compensatorios que varian los niveles de expresiéon de RACh tras el
dafio producido por los anticuerpos. También se producen cambios a nivel
presinaptico en la miastenia, como por ejemplo un aumento del enzima que sintetiza
la ACh, colina acetiltransferasa y el contenido de ACh(°2), asi como un aumento en la
liberacion de ACh por impulso nervioso. Probablemente estos incrementos
compensatorios estan causados primariamente por la reducciéon en el nimero de
RACh que propicia mecanismos homeostaticos sindpticos, incluyendo sefializaciéon

sindptica retrograda(®3).

Aunque el factor desencadenante de la respuesta autoinmune inicial de la miastenia
sigue sin conocerse, se ha implicado al timo en este proceso. Mas del 80% de pacientes
con miastenia de inicio temprano y anti-RACh tienen hiperplasia timica, que se
caracteriza por la presencia de infiltrados linfocitarios y centros germinales similares
a los que se encuentran en los nddulos linfaticos. Las glandulas hiperplasicas
contienen células T, B y plasmaticas, asi como células mioides que expresan el RACh.
Tienen todos los componentes necesarios para montar una respuesta inmune contra
el RACh, de hecho los timocitos en cultivo generan espontaneamente anticuerpos anti-
RACh. Estos hallazgos apoyan la idea de una patogénesis intratimica(®4%5). En un

primer momento habria una respuesta de células T helper y anticuerpos a las
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subunidades individuales del RACh expresadas en el epitelio timico, seguida de una
respuesta a los RACh nativos expresados en las células mioides(®®). Sin embargo, el
mecanismo de la autosensibilizaciéon en la miastenia de inicio tardio no esta claro,
pues estos pacientes no presentan alteraciones timicas. El hecho de que tengan una
presentacion clinica similar, con los mismos autoanticuerpos, podria hacer pensar que
tienen timomas ocultos que son suprimidos por una respuesta autoinmune anti-

tumoral.

Los timomas se asocian frecuentemente a enfermedades autoinmunes, debido
probablemente a la disregulacion en la seleccién de linfocitos y a que presentan
autoantigenos expresados por las células neoplasicas. Las células epiteliales del
timoma expresan diversos autoantigenos, incluyendo epitopos de RACh, titina y
receptor de rianodina. La presencia simultdnea de anticuerpos contra todos estos
antigenos podria indicar que las proteinas diana presentan reacciones cruzadas e
intervienen en la produccién de la enfermedad. Los timomas asociados con miastenia
son ricos en células T autorreactivas. Segin la teoria actual, estas células
autorreactivas serian seleccionadas positivamente para su supervivencia y exportadas
a la periferia, donde se activarian para ayudar a las células B productoras de
anticuerpos por mecanismos aun desconocidos. En los timomas, la seleccion negativa
y la regulacion de las células T autorreactivas esta alterada debido a una deficiencia en
la expresidn del gen regulador autoinmune AIRE y a una pérdida selectiva de células T

reguladoras(°7.98).,
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La inmunidad innata acttia como primera linea de defensa contra patégenos, pero
también interviene en las enfermedades autoinmunes, desencadenando, manteniendo
o modulando el ataque autoinmune. Los toll-like receptors (TLRs) son capaces de
detectar patdgenos y también moléculas endogenas para después iniciar la respuesta
inmune. La expresion de TLR4 estd aumentada en células epiteliales del timo
inflamado de los pacientes con miastenia, y un estudio reciente ha encontrado que los
niveles de TLR9 en las células mononucleares periféricas de pacientes con miastenia

se correlacionan con la gravedad de la enfermedad(®9).

TLR3 es un receptor sensible a nucleétido que reconoce el ARN de doble cadena y por
tanto es importante para la deteccién de virus. Recientemente se ha demostrado en un
modelo animal que la activacién de TLR3 por ARN de doble cadena aumenta la
expresion de RACh en las células epiteliales timicas a través de la sefializaciéon por
interferén 3, provocando finalmente anticuerpos anti-RACh, pérdida de RACh en el
diafragma y debilidad muscular(199), Ademas, también se ha encontrado que en el timo
de pacientes con miastenia hay niveles mas elevados de TLR3, interferén 3 y otras
moléculas de sefalizacion asociadas. Dichos hallazgos sugieren que una infeccién viral
podria desencadenar el aumento de expresion de RACh en el timo mediante interferén
B, hecho que podria ser suficiente para desarrollar anticuerpos anti-RACh y sintomas

miasténicos.
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Pero en general el papel de las infecciones virales en la miastenia es un tema
controvertido. Un estudio describi6 la presencia de células B infectadas por virus de
Epstein-Barr en el timo de pacientes con miastenia, pero posteriormente no se han

podido reproducir estos datos.

Miastenia con anticuerpos anti-MuSK

Entre un 20 y un 60% de pacientes con miastenia generalizada sin anti-RACh tienen
anticuerpos contra MuSK medidos por radioinmunoensayo comercial. Los porcentajes
varian segun la region geografica y tanto diferencias genéticas como ambientales
parecen influir en la variabilidad observada en los estudios(101-103), L,os anti-MuSK son
predominantemente IgG4. En pacientes individuales las variaciones en los titulos se

correlacionan con la gravedad de la enfermedad mas que con los anti-RACh(104),

La subclase IgG4 no activa la cascada del complemento, por no unirse al factor Clq, a
diferencia de las IgG1 e IgG3 en la miastenia anti-RACh+ que provoca destruccion de
los RACh mediada por complemento. Otras caracteristicas propias de la IgG4 humana
es que supone menos del 5% del total de IgG, tiene una capacidad débil de unirse al
receptor-Fcy y por tanto no es un activador potente de las células inmunes o de la
citotoxicidad mediada por células, pero tiene la propiedad Unica de recombinar semi-
anticuerpos con otras moléculas de IgG4 (Figura 15). Esto produce anticuerpos

hibridos que son biespecificos y por tanto no entrecruzan antigenos idénticos(°0.105),

36



Figura 15.
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Adaptado de Stoney cols. NEJM 2012(106)

Teniendo en cuenta dichas propiedades, la IgG4 se ha descubierto responsable de
varias enfermedades autoinmunes, incluyendo el pénfigo(107), la glomerulonefritis
membranosa idiopdatica con anticuerpos contra receptores de fosfolipasa A2 tipo
M@08) y Ja purpura trombdtica trombocitopénica con anticuerpos contra la
metaloproteinasa ADAMTS13(109), Excepto en el caso del pénfigo, la patogenicidad de
las IgG4 antigeno-especificas en estos trastornos no se ha demostrado

experimentalmente.

MuSK es un polipéptido transmembrana de la terminal muscular que estd implicado
en las vias de sefalizaciéon que mantienen la integridad funcional de la UNM. Al
parecer los anti-MuSK alteran el mantenimiento de los agregados de RACh en la
terminal muscular, provocando una disminucién del nimero de RACh funcionales(110),
También se ha demostrado que los anti-MuSK inhiben la proliferaciéon de células

musculares humanas y disminuyen la expresiéon de RACh y rapsin(111), Ademas, en
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modelos animales por inmunizacién con el ectodominio recombinante de MuSK se ha
logrado reproducir la debilidad miasténica(112) y el primer estudio en ratones por
transferencia pasiva ya indicaba que los anti-MuSK eran el factor patogénico(113), Este
y otros experimentos con IgG MuSK+ han sugerido que los anticuerpos activan e
internalizan MuSK, lo que posteriormente lleva a una reduccién y dispersion de los

RACh agregados en la UNM(114),

Mas recientemente se ha realizado transferencia pasiva de las fracciones de IgG4 e
IgG1-3 purificadas del plasma de pacientes con miastenia MuSK+ a ratones NOD/SCID.
Estos ratones son inmunodeficientes porque no tienen células linfoides funcionales y
tienen un sistema de complemento defectuoso. Las IgG4 y no las IgG1-3 provocaron
debilidad muscular grave, debida a defectos funcionales combinados pre- y post-
sinapticos de la UNM(15). Este estudio demuestra que las IgG4 anti-MuSK son
directamente miastenogénicos, independientemente de los componentes adicionales

del sistema inmune.

Anticuerpos en miastenia con timoma y miastenia de inicio tardio

Algunos pacientes con miastenia tienen anticuerpos dirigidos contra antigenos
intracelulares concentrados en la UNM. Su reactividad sobre secciones de musculo
cardiaco o esquelético da lugar a un patron estriado-cruzado (cross-striational).

Reconocen epitopos de proteinas del musculo esquelético como miosina, actina,
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actinina y filamina. Dos tipos de anticuerpos, dirigidos contra titina(116) y receptor de
rianodina(117), se encuentran en hasta el 95% de pacientes con miastenia y timoma y
en el 50% de pacientes con miastenia de inicio tardio(7). Titina es la proteina mas
grande que se conoce, con un peso molecular de 3000 kDa, que se extiende a lo largo
del sarcomero proporcionando un enlace directo entre la mecanica de la contraccion
muscular y la activacion de genes musculares. Pero a pesar de su enorme tamafio y
compleja estructura la mayoria de anticuerpos contra titina reconocen una region

antigénica restringida, de 30 kDa, llamada MGT300118),

El receptor de rianodina es el canal de calcio del reticulo sarcoplasmico. Se abre con la
despolarizacién del sarcolema y participa en la contraccion muscular mediante la
liberacion de calcio al citoplasma. Aunque los receptores cardiacos y musculares
difieren antigénicamente los anticuerpos de los pacientes reaccionan con ambos tipos.
Se han identificado varios epitopos en los extremos N y C terminales que se usan como
péptidos antigénicos para la deteccion de estos anticuerpos mediante ELISA(117), La
presencia de anticuerpos anti-titina y anti-receptor de rianodina se asocia con una
mayor gravedad de la enfermedad en pacientes con timoma o miastenia de inicio
tardio(!®). Cuando se detectan en pacientes menores de 60 afios sirven como

indicadores de la presencia de timoma(42),

Existen otros anticuerpos que reaccionan contra el canal de potasio voltaje-

dependiente Kv1.4(119) que fueron detectados en el 18% de una serie de pacientes
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japoneses que presentaban sintomas bulbares, crisis miasténicas, timoma, miocarditis
y prolongacion del intervalo QT en el electrocardiograma. Sin embargo, a pesar de que
en una serie europea también el 17% de pacientes tenia anti-Kv1.4, el fenotipo
correspondiente era muy distinto, siendo en su mayoria mujeres con miastenia de

inicio tardio y sintomas leves(129),

Pero los anticuerpos anti-musculo estriado no se suelen encontrar en pacientes con
miastenia sin anti-RACh y tampoco existe evidencia de que puedan realmente
provocar cambios estructurales en el musculo esquelético. El papel de estos
anticuerpos en la patogénesis y su contribucion a los sintomas clinicos de la miastenia

no esta demostrado.

Miastenia seronegativa

Aproximadamente el 10% de pacientes con miastenia no tienen anticuerpos anti-
RACh o anti-MuSK detectables con los métodos habituales, este grupo se conoce como
miastenia seronegativa(102). Los pacientes con miastenia ocular tienen menos

probabilidad de tener anti-RACh, y hasta el 50% de ellos son seronegativos.

Anteriormente se habian reportado evidencias de que en la miastenia seronegativa la

debilidad muscular se produce por autoanticuerpos patogénicos: los pacientes se
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benefician del recambio plasmatico, se ha reproducido la debilidad miasténica en un
bebé por contacto transplacentario con la madre afecta(l2l), y la inmunizacién pasiva
de ratones con el suero de pacientes es capaz de inducir defectos en la transmision
neuromuscular(®83.122.123), No obstante, cabe resaltar que estos estudios fueron previos

al descubrimiento de MuSK.

Desde el punto de vista clinico y demografico la miastenia seronegativa es muy similar
a la miastenia RACh+ pero el diagndéstico y el manejo clinico de estos pacientes se ve
dificultado porque no se dispone de un biomarcador. En los ultimos afios las
investigaciones en este sentido han dado lugar a dos tipos de hallazgos, los

anticuerpos llamados de baja afinidad y un nuevo antigeno de la UNM, LRP4.

1. Anticuerpos de baja afinidad

En 2008 se describieron por primera vez los anticuerpos de baja afinidad contra el
RACh, presentes en el 66% de pacientes con miastenia seronegativallz4). Estos
anticuerpos son del subtipo IgGl y se detectaron mediante un ensayo celular
utilizando células HEK293, una linea celular humana, cotransfectadas con las cuatro
subunidades del RACh y rapsina, para favorecer su agregacion en la superficie celular.
En 2012 los mismos autores publicaron que hasta el 50% de pacientes con miastenia
seronegativa, generalizada u ocular, tienen estos anticuerpos contra RACh agregados

y que correlacionan con las caracteristicas electrofisiolégicas(125), atribuyéndoles un
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mecanismo patogénico similar a la miastenia RACh+. Sin embargo, los anticuerpos
contra RACh agregados se dirigen contra la forma adulta del RACh y no se unen a la
forma fetal, al contrario de lo que ocurre en la mayoria de pacientes con anti-RACh
que se unen a ambas formas. Un ensayo celular similar aplicado a MuSK aumenté la
deteccion de anti-MuSK en pacientes seronegativos y, curiosamente, encontr6 anti-

MuSK en dos casos de miastenia ocular(126),

La diferencia entre las cohortes estudiadas y los sueros utilizados no permite estimar
de forma acertada el porcentaje de pacientes que son positivos para estos anticuerpos

de baja afinidad.

2. Anticuerpos anti-LRP4

Tres grupos de investigacion diferentes han identificado la presencia de anticuerpos
contra LRP4, principalmente en pacientes con miastenia seronegativa(127-129)
descubriendo un nuevo autoantigeno en miastenia y reduciendo el porcentaje de
pacientes seronegativos restantes. Lo cierto es que no existe un método adecuado que
permita la deteccion de rutina de estos anticuerpos. Ademads, el porcentaje de
pacientes positivos encontrados varia de forma sorprendentemente amplia, entre el 2
y el 46%, en los estudios publicados. Estas diferencias pueden deberse a los métodos

utilizados, la fuente de LRP4, el estado conformacional del antigeno (en su forma
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nativa versus potencialmente desnaturalizado) y/o diferencias étnicas (japoneses

versus caucasicos; lo cual ocurre de echo en la miastenia MuSK+) (Tabla 4).

Tabla 4. Deteccién de anti-LRP4 en pacientes con miastenia seronegativa.

Estudio Pacientes Pacientes Pais Método Fuente de
seronegativos | seronegativos LRP4
testados anti-LRP4+

Higuchi y 272 6 2.2%  Japon Inmunoprecipitaciéon | Raton

cols. con LRP4-ECD

Pevznery 13 6 46.1% | Alemania Ensayo celular con Humano

cols. LRP4 intacto

Zhangy 120 11 9.2% | Greciay ELISA con LRP4-ECD @ Rata

cols. EEUU

ECD: dominio extracelular

Adaptado de Zisimopoulou y cols.

LRP4 es el receptor de agrin y por lo tanto activador de MuSK(130), Su funcién es
fundamental para la formacién de la UNM, como se demuestra en los ratones LRP4 -/-
los cuales carecen de agregados de RACh y mueren al nacer por parada respiratoria.
Este fenotipo es similar al de los ratones knock-out para MuSK o agrin. LRP4 puede
formar un dimero y activar MuSK directamente en la superficie de la membrana
muscular post-sindptica, y junto a Dok-7, resulta fundamental para la activaciéon de

esta kinasa.

El mecanismo patogénico propuesto en la miastenia con anti-LRP4 es que estos

anticuerpos inhiben la interaccion entre agrin, LRP4 y MuSK, puesto que in vitro el
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suero de los pacientes interfiere con la unién de agrin y altera la agregacion de los
RACh. Por otro lado, los anti-LRP4 podrian unir complemento y causar destruccion de
la terminal motora, de forma similar a la miastenia RACh+. En uno de los estudios se
determiné la subclase de anticuerpos de sélo 4 pacientes, encontrandose que en su
mayoria era IgG1(127). Sin embargo uno de los 4 sueros también contenia una alta
concentracion de IgG4. Este hallazgo abre la posibilidad de que las IgG4 anti-LRP4
sean también frecuentes, como en el caso de la miastenia MuSK+, con un papel
patogénico similar. Algo que tienen en comun es que MuSK y LRP4, al contrario que el
RACh, no estan directamente involucradas en la transmisién sindptica de la UNM pero
son proteinas con un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de la
sinapsis(139), Por ejemplo, la alteracion en la sefializacién de agrin ocasiona UNM
menos estables, con RACh mas dispersos y no agregados, como es el caso de los
sindromes miasténicos congénitos por mutaciones de agrin(131) y también en los

ratones knock-out de agrin(132),

Por ahora, no esta claro si los anticuerpos anti-LRP4 causan defectos en la transmisién
neuromuscular y debilidad muscular en los pacientes. Su papel patogénico atn esta

por demostrar.

Parece evidente que la miastenia RACh+ y la miastenia MuSK+ son dos condiciones
autoinmunes diferentes que a pesar de compartir muchos sintomas clinicos tienen

una fisiopatologia distinta (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacion de pacientes con miastenia RACh+ y MuSK+.

Hallazgos en los pacientes Anti-RACh Anti-MuSK

Dbl bl it s

Insuficiencia + ++
respiratoria

Electrofisiologfa | | |

Hiperplasia 10-15%

ER: estimulacion repetitiva FA: electromiografia de fibra aislada

Adaptado de Diaz-Manera y cols. Nat Clin Pract Neurol 2007(133)

Es necesario continuar la investigacion sobre las caracteristicas fenotipicas de los
pacientes con anticuerpos de baja afinidad, anti-LRP4 y seronegativos para facilitar el
diagnostico e intentar mejorar el tratamiento de estos subgrupos de pacientes. El
estudio de los mecanismos fisiopatolégicos de los diferentes subtipos de miastenia
allanara el camino hacia el desarrollo de nuevas terapias que sean mas

antigeno/anticuerpo/paciente especificas.

45



46



II. HIPOTESIS

1. Rituximab es una terapia eficaz para el tratamiento de los pacientes
con miastenia refractaria a los tratamientos inmunosupresores

convencionales.

2. Los pacientes con miastenia seronegativa son un grupo heterogéneo
desde el punto de vista clinico e inmunoldgico. En su patogenia
intervienen anticuerpos frente a diversos antigenos de la UNM no

conocidos.
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III. OBJETIVOS

I. Respuesta al tratamiento inmunosupresor con Rituximab

en pacientes con miastenia refractaria.

e Determinar la respuesta a largo plazo al tratamiento con Rituximab
de pacientes con miastenia refractaria a otros tratamientos
inmunosupresores.

e Comparar la respuesta clinica e inmunoldgica de pacientes con

miastenia RACh+ y pacientes con miastenia MuSK+.

II. Busqueda de nuevos autoanticuerpos en miastenia

seronegativa.

e Investigar la presencia de autoanticuerpos frente a antigenos de la
UNM en pacientes con miastenia seronegativa.
e Identificar los antigenos no conocidos mediante la utilizaciéon de

técnicas novedosas.
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IV. MATERIAL Y METODOS

I Respuesta al tratamiento inmunosupresor con Rituximab en

pacientes con miastenia refractaria.

1. PACIENTES:

Con el fin de determinar si el tratamiento con Rituximab es efectivo y si la respuesta
obtenida es duradera se trataron 17 pacientes, 6 con miastenia MuSK+ y 11 con
miastenia RACh+. Todos los pacientes tenian miastenia refractaria a los tratamientos
convencionales y clinicamente estaban entre Clase Il y V de la clasificaciéon de la
MGFA. Nuestro protocolo de tratamiento estandar incluye prednisona como farmaco
de primera linea. Si la respuesta no es adecuada o son necesarias dosis superiores a
40 mg a dias alternos pasamos a farmacos inmunosupresores de segunda linea, en
primer lugar azatioprina, seguida de ciclosporina y finalmente micofenolato o
tacrolimus(70). Definicion de miastenia refractaria: Se consideran pacientes
refractarios al tratamiento aquellos que no presentan una mejoria clinica significativa

tras recibir prednisona y haber probado al menos 3 farmacos de segunda linea.

2. TRATAMIENTO:
Los 17 pacientes recibieron el siguiente régimen terapéutico: se administré Rituximab
a una dosis de 375 mg/m?2 de superficie corporal, semanalmente durante 4 semanas

consecutivas, y posteriormente una infusién mensual durante 2 meses. Se
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administraron dosis repetidas de Rituximab sdlo si reaparecian sintomas miasténicos

que interfiriesen con las actividades de la vida diaria de los pacientes.

3. EVALUACION CLINICA:

Determinamos el estado post-intervencion de la MGFA cada 3 meses y registramos los
cambios en el tratamiento habitual de los pacientes. Se consideré mejoria
(Improvement) si su estado cambiaba de MGFA Clase IV o V a Clase IIIA o II; o si

pasaba de Clase III a Clase II.

4. DETERMINACION DE ANTICUERPOS:

Se extrajeron muestras de sangre de los pacientes antes de la infusién y cada 3 meses
durante el primer afio de seguimiento tras el tratamiento con Rituximab. A partir de
ese momento, se extrajeron muestras de sangre al menos 2 veces al afio. Los titulos de
anticuerpos anti-RACh y anti-MuSK fueron determinados a la vez, en un tUnico
experimento, a partir de las muestras almacenadas para evitar variabilidad en la
técnica, como previamente habia reportado nuestro grupo en otra publicacion(134).
La variacién de los titulos de anticuerpos en un mismo paciente se expresé como

porcentaje de descenso o aumento comparado con los niveles pre-tratamiento.

5. ESTUDIO DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS E INMUNOGLOBULINAS:

Se analizaron las subpoblaciones de linfocitos (células B y T) y los niveles totales de

inmunoglobulinas antes y después del Rituximab. Para determinar el efecto de
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Rituximab sobre las células plasmaticas de larga duracién, empleamos un ELISA para
medir las IgG contra la toxina anti-tetdnica (ATT) seguin las instrucciones del
fabricante (Binding Site, Birmingham, Reino Unido). Para el estudio de anticuerpos
anti-MuSK de las subclases IgG1 e IgG4 en 5 de los 6 pacientes con miastenia MuSK+,
empleamos un ELISA como habia descrito previamente en otra publicaciéon nuestro

grupo de colaboracién holandés(104).

6. ANALISIS ESTADISTICO

En el estudio estadistico, analizamos las diferencias entre el grupo con miastenia
MuSK+ y RACh+ mediante los test de chi cuadrado (x%?) y andlisis de varianza
(ANOVA). La duracién de la respuesta a Rituximab se estudié generando una curva de

supervivencia de Kaplan-Meier.

7. APROBACIONES

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau de Barcelona y todos los pacientes firmaron el consentimiento informado para
participar en el mismo. Obtuvimos el permiso para el uso compasivo de Rituximab del
Ministerio de Sanidad espafiol, ya que esta medicacién no estd aprobada para su uso

regular en pacientes con miastenia.
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Busqueda de nuevos autoanticuerpos en miastenia seronegativa.

1. PACIENTES

En este proyecto incluimos suero procedente de 93 pacientes con miastenia
seronegativa y 104 pacientes con miastenia seropositiva (71 anti-RACh+ y 33 anti-
MuSK+), procedentes del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona (115
pacientes) y del Leiden University Medical Centre de Holanda (82 pacientes). Como
controles se utilizaron sueros procedentes de 112 pacientes con otras enfermedades
neurologicas: 30 pacientes con sindrome de Lambert-Eaton (LEMS), de ellos 19 tenian
anticuerpos contra canales de calcio voltaje dependiente (VGCC) y 11 eran
seronegativos; 20 pacientes con polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
(CIDP), 10 con sindrome de Guillain-Barré (SGB), 8 con neuropatia motora multifocal,
24 con esclerosis multiple (EM), 10 con neuromielitis 6ptica (NMO) y 10 con
esclerosis lateral amiotroéfica. Ademas también se incluyeron 10 controles sanos y 37
pacientes con otras enfermedades autoinmunes: 13 con lupus, 8 con artritis
reumatoide, 5 con sindrome de Sjogren, 3 con enfermedad mixta del tejido conectivo,
3 con polimiositis, 3 con sindrome de Raynaud y 2 con esclerodermia. La informacion
clinica correspondiente y el consentimiento informado fueron obtenidos por el
médico tratante en cada caso. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del

Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona.
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2. ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Como primer paso para la identificaciéon de nuevos antigenos diana en miastenia
seronegativa, determinamos la reactividad del suero de los pacientes contra la UNM
de raton. Para este experimento inicial incluimos suero de 18 pacientes con miastenia
seronegativa que fueron elegidos en base a una historia clinica detallada y haber
resultado negativos de forma repetida para la deteccion de anticuerpos anti-RACh y
anti-MuSK con métodos comerciales. Como controles positivos de autoinmunidad
post-sinaptica de la UNM utilizamos 3 sueros de pacientes con anticuerpos anti-RACh
y 3 de anti-MuSK; para control de autoinmunidad pre-sinaptica utilizamos 4 sueros de
pacientes con LEMS. Como controles negativos incluimos 9 sueros mas: 5 pacientes
con otras enfermedades autoinmunes y 4 controles sanos. Esta técnica la aprendimos
en la Universidad de Pennsylvania, Filadelfia, Estados Unidos, en el laboratorio de la

Dra. R. Balice-Gordon.

Para confirmar la inmunoreactividad del suero contra la UNM, disecamos musculo
esternomastoideo de ratones de 2 meses, hembras tipo C57/black/6]. Los animales
eran sedados con 100U/100g Ketamine/xylazine (Hospira. Lake Forrest, Illinois,
Estados Unidos). El tejido muscular se fijaba por inmersiéon en parafolmaldehido
(PFA) al 2% (en tampon fosfato salino, PBS) durante 15 minutos y después se lavaba
durante 1 hora mientras se limpiaba de tejido conectivo bajo una lupa de diseccion.
Mas tarde, el tejido muscular se exponia durante 15 minutos a BTX conjugada con

tetra-methylrhodamina diluida en PBS 1:5000 (Molecular Probes, Life Technologies),
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se bloqueaba con suero de cabra al 5% en PBS durante 1 hora, y posteriormente se
incubaba con el suero de paciente o de control 1:100 en solucién de bloqueo durante
la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente el tejido muscular se limpiaba de los
anticuerpos no unidos mediante inmersién en solucién de bloqueo durante 2 horas en
agitacion, cambiandola frecuentemente. Y para la deteccién de las IgG unidas se
incubaba durante 4 horas con el anticuerpo goat-anti-human total IgG Alexa Fluor 488
1:500 (Molecular Probes). Finalmente se limpiaba extensamente mediante lavados en
PBS y las fibras musculares se disecaban bajo la lupa y se montaban utilizando medio
de montaje para fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame,

California, Estados Unidos).

Las imagenes se captaban con microscopio de epifluorescencia usando el software
Zeiss Axiovision (Zeiss, Thornwood, NY). También, una parte representativa de ellas
se capturaron con microscopio confocal (Leica TCS SP2, Heidelberg, Alemania) a
velocidad de escaneo de 400 Hz y se crearon proyecciones maximas mediante Leica

application suite 2.0 para visualizar las UNM completas.

Con el fin de cuantificar la reactividad del suero contra la UNM, contamos las UNM de
superficie basandonos en la tinciéon de BTX y calculamos el porcentaje de UNM que se
marcaban con el suero en ese mismo plano. Determinamos la reactividad basal de la
UNM utlilizando las 9 muestras control. Todos los sueros que mostraron
inmunoreactividad contrala UNM mayor de la basal mas tres desviaciones estandar se

consideraron positivos para autoinmunidad de UNM. Todos los sueros RACh+ y
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MuSK+, asi como 3 de los 4 LEMS y 14 de los 18 sueros de miastenia seronegativa

mostraron reactividad contra la UNM (Figura 16).

SPMG + LEMS (n=10) neg CRLs (n=9) SNMG (n=18)

Figura 16. Cuantificacion de la inmunorreactividad del suero sobre UNM.

El eje Y muestra el porcentaje de UNM inmunomarcadas por las muestras de suero. El valor de corte
para considerar la reactividad como positiva fue de 18% de UNM marcadas (linea discontinua). Los
sueros RACh+ (3) y MuSK+ (3) y 3 de los 4 sueros LEMS mostraron una reactividad significativa
contra la UNM comparado con los controles negativos (9). De los 18 sueros seronegativos 14

mostraron inmunorreactividad significativa y 4 fueron negativos.

3. INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CULTIVO DE MIOTUBOS

Para explorar la posible reactividad de los sueros de pacientes con miastenia
seronegativa contra antigenos post-sindpticos de la UNM, utilizamos cultivos de

miotubos murinos enriquecidos en placas motoras aneurales(135). Para ello,
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cultivamos la linea celular de mioblastos primarios de raton C2C12 (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, Estados Unidos) con el medio apropiado (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium con HydroxyEthyl-PiperazineEthane-Sulfonic acid 25 mM,
FBS al 10% y 1% de penicilina, estreptomicina y fungizona). Para que los RACh no se
expresaran de forma dispersa en la membrana de los mioblastos, sino agregados,
como ocurre en las placas motoras inervadas, los cubreobjetos introducidos dentro de
las placas de cultivo se pre-trataron con una solucién de Laminina EHS a
concentracion de 10 pg/ml (Invitrogen, Life Technologies) en medio L-15
suplementado con NaCOH3 al 0.2%, durante la noche en un incubador de CO; a 372C.
Para inducir la diferenciacién de los mioblastos a miotubos el medio de cultivo se

cambiaba a las 48h a medio con FBS al 5%.

La inmunofluorescencia se realizaba a los 6 dias post-diferenciacion; los miotubos
fusionados se incubaban durante una hora a 372C con suero de paciente o de control a
1:75 en medio de cultivo. Posteriormente las placas se lavaban con PBS e incubaban
con BTX conjugada con Alexa 488 (1:250, Invitrogen) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Después las células se lavaban y fijaban con PFA al 4% para
posteriormente ser incubadas con el anticuerpo secundario Goat anti-human IgG
Alexa 594 (1:1000) durante una hora. Como controles de inmunoreactividad en este
tipo de placas motoras aneurales en cultivo, utilizamos dos de los sueros de pacientes

con miastenia seropositiva que habiamos utilizado previamente para los estudios
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inmunohistoquimicos (uno anti-RACh+ y otro anti-MuSK+), asi como uno de los

sueros control negativo.

4. INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CULTIVO DE NEURONAS

Para explorar la posible reactividad de los sueros de pacientes con miastenia
seronegativa contra antigenos pre-sinapticos de la UNM, utilizamos cultivos de
neuronas hipocampales de embrién de rata. La observacion de que los sueros de los
pacientes con LEMS, que utilizdbamos como control positivo de autoinmunidad pre-
sindptica y que tenian anticuerpos anti-VGCC, tenian reactividad contra la superficie
de neuronas hipocampales disociadas, nos llevé a explorar la posibilidad de que los
sueros sin anticuerpos conocidos pero con reactividad sobre la UNM pudiesen
reaccionar contra otras proteinas de membrana también presentes a la vez en la

terminal nerviosa motora y en neuronas hipocampales.

Se siguid el protocolo de diseccion y cultivo de neuronas descrito en el articulo del Dr.
Dichter(136). Los hipocampos eran disecados a partir de embriones procedentes de
ratas Wistar (E18) y las células disociadas y cultivadas durante 21 dias en medio
Neurobasal, suplementado con B27 (ambos de GIBCO, Life Technolgies). Para realizar
la inmunofluorescencia el suero de paciente o de control (1:200) se incubaba in vivo
con las neuronas durante una hora. Posteriormente las células se fijaban con PFA al

4% durante 5 minutos e incubaban con el anticuerpo secundario (goat anti-human IgG
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Alexa 488 1:1000); después los cubreobjetos se lavaban y montaban sobre

portaobjetos para su visualizacion en el microscopio de fluorescencia.

5. INMUNOPRECIPITACION

Los sueros de pacientes con miastenia seronegativa que resultaron positivos sobre
cultivos de neuronas se utilizaron para inmunoprecipitar el antigeno diana, utilizando
el método descrito en el articulo del Dr. J. Dalmau(137). Las neuronas hipocampales se
sembraban en placas de 10 cm a densidad de 106 neuronas por placay alos 21 dias de
cultivo se incubaban con el suero de paciente o de control (1:100) durante una hora a
379°C. Posteriormente las neuronas se lavaban con PBS y lisaban con tampén de lisis
(NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 100 mM, deoxycholate acid 0.5%, Triton X-100
1%, pH 7.5) con inhibidor de proteasas (Sigma Labs, St. Louis, MO, Estados Unidos).
Tras centrifugar el lisado a 16000 g durante 20°C a 4°C, se recogia el sobrenadante e
incubaba con bolas de proteina A/G agarosa (Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos)
durante la noche a 4°C. Tras centrifugar de nuevo, las bolas que contenian los
anticuerpos del paciente unidos al antigeno diana de la superficie neuronal, eran
resuspendidas en tampén Laemmli (Bio-Rad Laboratories, CA, Estados Unidos) y

hervidas durante 5 minutos.

Las muestras tanto del paciente como del control se sometian a electroforesis en un

gel de SDS y acrilamida al 4-15%. Las proteinas del gel se visualizaban mediante
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tincion con Colloidal Blue Staining (Invitrogen) y las bandas que diferian respecto al
control, que podrian corresponder a las proteinas precipitadas por el suero del
paciente, se recortaban del gel y analizaban por espectrometria de masas en el

servicio de proteémica del Hospital Vall d’'Hebron.

6. ARRAY DE PROTEINAS HUMANAS

Para tratar de detectar potenciales biomarcadores autoantigénicos en los sueros de
miastenia seronegativa utilizamos como método innovador un array de proteinas
(ProtoArray v5.0 Invitrogen). Este microarray contiene mas de 9000 proteinas
humanas, en una forma similar a las proteinas de células mamiferas, respecto a
plegamiento de las proteinas y modificaciones post-translacionales. Esta propiedad
permite tedricamente la deteccion de interaccién entre proteinas a un nivel funcional.
Cada open reading frame humana se expresa como una proteina de fusiéon GST N-
terminal usando un sistema de expresién de baculovirus, purificado de células de
insecto e impreso por duplicado en una placa de vidrio pre-tratada con nitrocelulosa.
Los controles internos ya estan impresos en cada array para servir de control del
fondo y de la deteccidon de sefiales. Tras el andlisis de los resultados, el software
genera una lista de protinas humanas que muestran interacciones significativas con la
muestra. Esta técnica se realizé en la plataforma de estudios translacionales de la

Universidad de Pennsylvania en colaboracién con los Drs. J. Dalmau y M. Kalos,
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En nuestro estudio mezclamos en 2 tubos diferentes 6 muestras de sueros
seronegativos, agrupadas de 3 en 3, que habian resultado positivas en los estudios
previos de inmunohistoquimica y se diluyeron 1:500 en soluciéon de lavado. El
microarray se bloque6 con solucidn de bloqueo segtn las instrucciones del fabricante.
Las muestras de suero se incubaron en el array y se detectaron con el anticuerpo goat-
anti-human IgG Alexa 647, en un escaner de microarray fluorescente. Las imagenes
adquiridas fueron analizadas mediante el software recomendado. El andlisis de los
datos normalizados destacaron Cortactin transcript variant 2 como un autoantigeno

candidato.

7. ENSAYO CELULAR

Para validar Cortactin como un posible nuevo antigeno diana en pacientes con
miastenia seronegativa, estudiamos la reactividad del suero de los pacientes
utilizando células HEK293 transfectadas. E1 cDNA de Cortactin, subclonado en el
vector pcDNA3 FLAG 2AB, lo proporcion6 el Dr. Thomas Parsons de la University of
Virginia, Estados Unidos. Las células HEK293 se cultivaron sobre cubreobjetos
colocados dentro de la placa de cultivo y a las 24 horas se transfectaron con
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Al dia
siguiente las células transfectadas se fijaban con PFA al 4% durante 10 minutos, se
permeabilizaban con Triton X-100 al 0.3% en PBS y luego se bloqueaban con suero de

cabra al 5% durante una hora.
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A continuacién las células se incubaban con suero de paciente o de control a 1:20 en
solucién de bloqueo, y después con un anticuerpo monoclonal contra Cortactin a
1:15000 (Millipore, Billerica, Massachusetts, Estados Unidos) durante 1 hora a
temperatura ambiente. La reactividad se rebelaba mediante incubacién con los
anticuerpos secundarios correspondientes (goat anti-human IgG Alexa 488 y goat
anti-mouse IgG Alexa 594, Molecular Probes, ambos a 1:1000) y los cubreobjetos se
montaban con Vectashield con DAPI (para tefiir también los nucleos de las células).
Los resultados se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus BX51,

Tokyo, Jap6n) y las imagenes se captaron con la cdmara digital (Olympus DP72).

8. INMUNOBLOT

Para la obtencién de extractos celulares, se cultivaron células HEK293 en placas de
cultivo de 10 cm y se transfectaron con el plasmido de cortactin o con un vector vacio
cuando estaban al 80-90% de confluencia, siguiendo el protocolo de Lipofectamina. Al
dia siguiente las células se lavaron con PBS, se rascaron y alicuotaron rotulando de
forma precisa los extractos de células transfectadas o no transfectadas. Los pellets se
pesaban y guardaban congelados a -802C hasta su homogenizacién con 19 volimenes
de tampodn de tratamiento de electroforesis (Urea 4 mol/L, 4% SDS)(138), para ser
cargados en geles de poliacrilamida y sodium-dodecyl-sulfate (SDS) a concentracion

4-10%.
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Tras la electroforesis las proteinas se transferian a una membrana de nitrocelulosa y
se tefifan de forma transitoria con Ponceau para visualizar las bandas y cortar la
membrana en tiras. Después de bloquear con leche descremada al 5% en PBS durante
1 hora, cada tira se incubaba durante la noche a 4°C con suero de paciente o de
control, diluido 1:100 en leche al 3%, y ademas con un anticuerpo monoclonal contra
un control endégeno, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) a 1:4000
(Ambion, Life Technologies) para control de la carga proteica. En cada experimento,
usamos una tira como control positivo de transfeccién, incubada con el anticuerpo
comercial contra Cortactin a 1:30000 (Millipore) y anti-GAPDH. Posteriormente, las
tiras se lavaban con leche al 3% y se incubaban con los anticuerpos secundarios
unidos a peroxidasa durante una hora a temperatura ambiente: goat anti-mouse IgG
peroxidase a 1:1000 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
Pennsylvania, Estados Unidos) y policlonal rabbit anti-human IgG HRP a 1:300 (Dako,
Glostrup, Dinamarca). La reactividad de las bandas de proteinas se rebelé con el
método de diaminobenzidina (Immpact DAB, Vector Laboratories) y los resultados se

escanearon para guardar las imagenes digitalizadas.

En otra serie de experimentos, para confirmar los casos positivos y comparar con los
cuestionables, los geles se cargaban con extracto de células HEK293 transfectadas con
Cortactin o no transfectadas en pocillos alternos, y asi posteriormente el suero del

mismo paciente se incubaba con las dos tiras para comprobar si la banda observada
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era especifica (debia observarse en la de células transfectadas y desaparecer en la de

no transfectadas).

9. ELISA

Para intentar establecer una técnica de deteccion de anticuerpos contra Cortactin con
la que poder realizar el despistaje de gran nimero de muestras, utilizamos un ELISA a
partir de proteina recombinante adquirida comercialmente (H00002017-P01 Novus
Biologicals, Littleton, CO, Estados Unidos). Las placas de ELISA se lavaban con PBS e
incubaban con la proteina recombinante, 0.5 pg por pocillo, durante la noche a 4°C en
agitacion suave. Al dia siguiente las placas se lavaban con PBS y bloqueaban con leche
descremada al 10% durante una hora a temperatura ambiente. Después de volverlas a
lavar se incubaba el suero de paciente o de control a una dilucién 1:100 durante una
hora y posteriormente el anticuerpo secundario rabbit anti-human IgG HRP (Dako) a
1:3000, otra hora. Como sustrato cromogénico se utilizaba tetrametilbenzidina (TMB
reagent set) segun las instrucciones del fabricante (BioLegend, San Diego, CA, Estados
Unidos) y la reaccion colorimétrica se paraba con acido sulftrico al 25%, antes de leer

los resultados en el espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm.

Como control de la reaccién inespecifica de las muestras con la placa, la mitad de los
pocillos se incubaban con BSA al 2% en lugar de con la proteina recombinante, y todas

las muestras se hacian por duplicado. A la hora de leer los resultados se restaba el
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valor de densidad oOptica obtenido en una condicién del de la otra. Como control
positivo un pocillo se incubaba con el anticuerpo comercial contra Cortactin a 1:10000

(Millipore), y para restar la sefial procedente del anticuerpo secundario, otro pocillo

era incubado sin suero.
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V. RESULTADOS

I. Respuesta al tratamiento inmunosupresor con Rituximab en

pacientes con miastenia refractaria.

Existe un subgrupo de pacientes con miastenia que no responde al tratamiento
convencional, a pesar de la utilizaciéon de varios farmacos en combinacién. Los
pacientes con miastenia MuSK+ tienen una peor respuesta a los tratamientos
habituales que los pacientes con miastenia RACh+(139). Recientemente se ha
reportado que Rituximab es eficaz para tratar casos de miastenia refractaria
(101,134), sin embargo se desconoce la evolucién a largo plazo pues los casos
reportados incluyen un seguimiento corto. Ademas, no se ha comparado la respuesta
al tratamiento inmunosupresor entre los diferentes subtipos de miastenia. En este
estudio describimos el seguimiento clinico e inmunolégico de un grupo de pacientes

con miastenia refractaria tratados con Rituximab.

En un periodo de 5 afios (2005-2010) tratamos con Rituximab 17 pacientes con
miastenia refractaria a tratamientos convencionales. La edad media en el momento de
la infusién era de 44.3 afios y 15 eran mujeres. Seis pacientes tenian anticuerpos anti-
MuSK y en cuanto a su clasificacion clinica, 5 pacientes estaban en clase IVB y 1 en

clase V. Los 11 pacientes restantes tenian anticuerpos anti-RACh: 2 estaban en clase
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[IIA, 2 en IlIB, 6 en IVB y 1 en V. El porcentaje de pacientes con miastenia
farmacorresistente diferia de manera significativa entre pacientes con miastenia

MuSK+ (6/41) y miastenia RACh+ (11/399) (14.6% vs 2.7%, x2 p<0.004).

La duracién media de la enfermedad antes de la administracién de Rituximab fue de
128 meses en el grupo con miastenia MuSK+ y 120 meses en el de miastenia RACh+. El
tratamiento fue bien tolerado y el inico efecto adverso fue enrojecimiento facial y una
erupcion cutdnea generalizada durante la infusiéon en 2 pacientes que se resolvi6 con
la administracién de hidrocortisona parenteral. A partir de esta experiencia, los dos
pacientes recibieron pre-medicacion con hidrocortisona intravenosa y difenhidramina

en las siguientes infusiones de Rituximab, sin presentar mas problemas.

La mediana de tiempo de seguimiento fueron 31 meses (rango 4-60). De forma global
16 de los 17 pacientes mejoraron de forma significativa tras recibir Rituximab. No
hubo diferencia en la respuesta observada en cuanto a duracién de la enfermedad
antes de que fuese indicado Rituximab. Sin embargo, la respuesta fue diferente
cualitativamente entre los dos grupos, pues los pacientes con miastenia MuSK+
alcanzaron un estado de manifestaciones minimas (MM) ya a los 3 meses después del
tratamiento. Ademas, después de un seguimiento medio de 35 meses los pacientes con
miastenia MuSK+ permanecian con MM (2 pacientes), estaban en remisién
farmacolégica (2 pacientes) o incluso en remisién completa (2 pacientes) y ninguno

de ellos precis6 mas infusiones (Tabla 6). La dosis de prednisona se consiguio
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disminuir significativamente después del Rituximab (dosis media antes del
tratamiento: 49 mg/d; en la ultima visita de seguimiento: 6.5 mg/d), permitiendo
retirar el resto de fArmacos inmunosupresores. De los 11 pacientes con miastenia
RACh+, 10 mejoraron a los 3 meses. Se pudo disminuir la dosis media de prednisona
de 30.5 mg/dia antes de Rituximab a 17.2 mg/d en la dltima visita de seguimiento,
pero no hubo cambio significativo en los inmunosupresores de segunda linea. Seis de
estos 10 pacientes precisaron reinfusiones de Rituximab como mediana a los 17
meses (rango 6-34) después de la primera dosis. A pesar de que los 10 mejoraron
ninguno de los pacientes con miastenia RACh+ pasé a un estado de MM o remision

(Kaplan-Meier p= 0.04).

Tabla 6. Datos de los pacientes antes de Rituximab y en la ultima visita de seguimiento.
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A su vez, en el grupo de pacientes con miastenia MuSK+ los titulos de anticuerpos
disminuyeron durante el seguimiento (Figura 16). Este descenso fue significativo ya a
los 3 meses de la administraciéon de la primera dosis (media 42.72%, ANOVA p=
0.043). De hecho, en la tltima visita de seguimiento se llegd a una disminucién media
de 86.7% en los titulos de anti-MuSK (p= 0.002, ANOVA). En el grupo de pacientes con
miastenia RACh+ los niveles de anticuerpos fueron variando y no disminuyeron de

forma significativa a los 3 meses ni al final del seguimiento.

Figura 16. Evolucion clinica y seroldogica después del tratamiento con Rituximab.
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Todos los pacientes tratados con Rituximab mejoraron tras una media de seguimientode 31
meses. El estado clinico de la MGFA antes del tratamiento y el estado post-intervencién estan
representados en barras, una para el gurpo MuSK+ y otra para el RACh+. I= mejoria, MM=
manifestaciones minimas, R= remisién, U= sin cambio. Los titulos medios de anticuerpos MuSK
y RACh, las IgG e IgM totales, y las IgG especificas ATT estan expresados como porcentaje de

descenso o aumento. Se asigna un valor de 100% a los titulos antes de Rituximab.
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Las células B periféricas se deplecionaron completamente en los 17 pacientes 15 dias
después de la primera infusiéon, mientras que las subpoblaciones de células T
permanecieron sin cambios. A los 3 meses del tratamiento, observamos una
disminucién del 20% en los niveles de IgM en todos los pacientes, mientras que los
niveles de IgG no variaron de forma significativa. En concordancia con esto, tampoco
se detectaron variaciones significativas en la reactividad de las IgG ATT tras la
administraciéon de Rituximab (Figura 16). En el estudio de las subclases especificas de
IgG anti-MuSK, observamos una disminucion significativa en la reactividad de IgG4 en

todos los pacientes y de IgG1 en todos los pacientes menos uno (Figura 17).

Figura 17. Progresion de la reactividad IgG 4 e IgG1 anti-MUSK después del Rituximab
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Busqueda de nuevos autoanticuerpos en miastenia seronegativa.

El suero de pacientes con miastenia seronegativa presenta

inmunorreactividad contra la UNM de raton.

Para probar la naturaleza autoinmune de la miastenia seronegativa, examinamos
la capacidad de los anticuerpos de los pacientes para unirse a la UNM de raton. En
este experimento primero establecimos cudles eran los patrones
inmunohistoquimicos de reactividad contra la UNM, utilizando sueros de pacientes
con miastenia seropositiva, pacientes con LEMS y controles negativos. Todos los
sueros con anticuerpos anti-RACh y anti-MuSK, asi como 3 de los 4 sueros de LEMS
mostraron reactividad contra la UNM con los patrones post y pre-sinaptico
correspondientes. Ninguno de los 9 sueros control, tanto de pacientes con otras
enfermedades autoinmunes como controles sanos, resulté inmunorreactivo de
forma significativa contra proteinas de la UNM. De entre los 18 sueros de

miastenia seronegativa, 14 (78%) mostraron reactividad contra la UNM (Figura 18).

Sin embargo, 4 sueros de miastenia seronegativa y 1 de LEMS no mostraron
inmunorreactividad significativa contra la UNM, a pesar de repetir la técnica en

varias ocasiones.



Figura 18. Patrones de inmunorreactividad del suero sobre la UNM.
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Imdgenes de confocal representativas de UNM (inmunohistoquimica de musculo de ratén). Tanto
los sueros RACh+ y MuSK+ como LEMS mostraron una reactividad que se superponia con el
marcaje de la BTX. Los controles negativos no mostraron reactividad contra las UNM. De los

seronegativos, 14/18 sueros tenian un patrén similar al de los controles positivos.

73



2.

74

No se observa inmunorreactividad significativa del suero de pacientes
seronegativos sobre placas motoras de miotubos en cultivo.

Para comprobar la reactividad de los sueros seronegativos contra antigenos post-
sindpticos y poder establecer un sistema que nos permitiese aislarlos, examinamos
la capacidad de los anticuerpos de los pacientes para unirse a placas motoras de
miotubos en cultivo. Tomando como referencia la tincién de BTX observada a lo
largo de la superficie de los miotubos, tratamos de establecer un patrén de
reactividad para los sueros seropositivos, con anticuerpos anti-RACh o anti-MuSK,
en comparacion con sueros control. Sin embargo, no observamos una reactividad
significativa, pues s6lo en algunas de las placas motoras mas periféricas podiamos
observar anticuerpos de los pacientes, no permitiéndonos una cuantificacién

adecuada.

Asi mismo, cuando estudiamos 15 de los 18 sueros de pacientes con miastenia
seronegativa (incluyendo los 14 que habian resultado positivos por
inmunohistoquimica), no observamos reactividad contra las placas motoras

(Figura 19).



Figura 19. Inmunofluorescencia sobre miotubos en cultivo.

Miotubos C2C12 tratados para la agrupacion de RACh en placas motoras aneurales. La tincién de
BTX que marca los RACh se muestra en la primera columna (A y D). La reactividad de un suero de
miastenia RACh+ (B)y miastenia seronegativa (E) se muestra en la segunda columna. La fusion
de las reactividades se muestra en la tercera columna, junto con los mionticleos (Cy F). Se observa
una reactividad algo mds marcada, lineal, en la superficie del miotubo a nivel de la placa motora

superior en B, correspondiente a anticuerpos anti-RACh..

3. El suero de algunos pacientes con miastenia seronegativa presenta
inmunorreactividad contra antigenos de la superficie neuronal.
Para detectar la posible reactividad de los sueros seronegativos contra antigenos
pre-sinapticos de la UNM, tipo VGCC en los pacientes con LEMS, examinamos la
capacidad de los anticuerpos de los pacientes para unirse a neuronas

hipocampales no permeabilizadas.
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Estudiamos 27 sueros de pacientes con miastenia seronegativa, de los cuales 7
(25.9%) mostraron inmunoreactividad contra antigenos de la superficie neuronal
(Figura 20). El resto de sueros seronegativos, asi como 4 sueros de controles sanos,

no mostraron reactividad.

Figura 20. Inmunofluorescencia sobre cultivo de neuronas.

Reactividad de sueros de miastenia seronegativa (A y B) sobre cultivos de neuronas hipocampales de
rata, no permeabilizadas. Los anticuerpos de los pacientes se unen a la membrana neuronal, de forma

similar a los anticuerpos de los pacientes de LEMS con anti-VGCC (detalle ampliado en C).
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4. lIdentificamos Dipeptidil peptidasa 10 (DPPY) como autoantigeno en una
paciente con miastenia seronegativa y timoma.
Para tratar de identificar el antigeno diana en estos casos, escogimos un suero que
presentaba una fuerte reactividad contra la membrana neuronal (a su vez era uno
de los 14 seronegativos que reaccionaban contra la UNM por inmunohistoquimica)
y realizamos inmunoprecipitaciéon con cultivos de neuronas hipocampales.
Posteriormente seleccionamos una banda del gel con un peso molecular algo
inferior a 100 kDa y el analisis por espectometria de masas mostré que era DPPY
(Figura 21). Este suero correspondia a una paciente de 51 afios con clinica de
miastenia ocular (Clase I de la MGFA), sin otros antecedentes patoldgicos
relevantes, que fue intervenida en 2007 de un timoma invasivo con histologia de
predominio linfocitico. Un afio mas tarde fue operada de nuevo por implantes
diafragmaticos y pleurales. Los sintomas miasténicos se controlan con
tratamiento sintomadtico con piridostigmina y no ha requerido el uso de

inmunomoduladores o inmunosupresores.

DPPY es una proteina de membrana, dipeptidil peptidasa no funcional, que forma
un complejo ternario con el canal de potasio Kv4.2 y las proteinas intracelulares
KChIPs (Kv channel-inteactin proteins)(140,141). A nivel del sistema nervioso se
expresa en cerebro y ganglio raquideo dorsal, pero también en otros 6rganos como

rifién, ovario, testiculo, pancreas y glandula adrenal.

77



78

Figura 21.
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El canal Kv4.2, constituido por subunidades que forman un poro, media la mayoria
de las corrientes de potasio tipo A subumbrales de las neuronas. Estas corrientes
idnicas son cruciales para la regulacion de la frecuencia de descarga de las
neuronas, la propagacion retrograda del potencial de accién en las dendritas, la

integracion dendritica y la plasticidad sinaptica. Se han implicado en varias



enfermedades, desde dolor a epilepsia o trastornos del espectro autista(142). Sin
embargo se desconoce su expresion a nivel de la UNM y no existen descripciones

de que pueda jugar un papel en la transmisién sindptica a este nivel.

Otros 3 sueros de pacientes seronegativos con reactividad contra antigenos de la
superficie neuronal fueron también utilizados para inmunoprecipitacion y analisis

por espectrometria de masas, sin conseguir hallar proteinas relevantes.

Un subgrupo de pacientes con miastenia, seronegativa o seropositiva, tienen
anticuerpos contra Cortactin.

Los resultados que obtuvimos en el array de proteinas humanas sefialaban
Cortactin como un posible autoantigeno candidato por mostrar interaccion
significativa con los sueros de miastenia seronegativa que habiamos incubado en
el array. Cortactin fue la cuarta proteina con score mas alto en el analisis
normalizado de las sefiales, siendo de 201608 y el de la primera proteina de
281550. Escogimos Cortactin porque se encuentra concentrada en la UNM y actda
a continuacion (downstream) de la cascada agrin/MuSK promoviendo la
agrupacion de los RACh (Figura 22). Tiene un papel esencial regulando la
polimerizacién de los filamentos de actina y la agrupaciéon de los RACh en
respuesta a la estimulacion sinaptogénica(143-145), por eso consideramos que
podria ser una diana antigénica nueva e investigamos la presencia de anticuerpos

contra Cortactin en pacientes con miastenia.
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Figura 22.
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Para este propdésito comprobamos la reactividad de sueros de pacientes con
miastenia, seronegativa y seropositiva, y sueros control mediante un ensayo
celular usando células HEK transfectadas con Cortactin. De 93 sueros con
miastenia seronegativa 15 (16%) fueron positivos en el ensayo celular (Figura 23),
incluyendo dos casos que habian mostrado reactividad contra la UNM por
inmunohistoquimica y que se habian incluido en el array de proteinas. De 104
sueros con miastenia seropositiva 12 (11.5%) fueron positivos en el ensayo
celular, de ellos 9 tenian anticuerpos anti-RACh y 3 anti-MuSK. Estudiamos

también el suero de 30 pacientes con LEMS (19 con anti-VGCC y 11 seronegativos),



resultando dos de ellos positivos (6.6%), ambos tenfan anti-VGCC y uno de ellos un
carcinoma de pulmoén de célula pequefia. Ninguno de los 10 sueros de controles

sanos mostro reactividad con las células transfectadas.

En conjunto, obtuvimos que el 13.6% de pacientes con miastenia tienen
anticuerpos contra Cortactin. La proporcién de casos positivos no diferia entre
miastenia seronegativa y seropositiva (16% vs 11.5% p= 0.4091), ni tampoco
existian diferencias en la proporcién de anti-MuSK y anti-RACh positivos para

Cortactin (12.7% vs 9% p= 0.7481).

Figura 23. Analisis de anticuerpos contra Cortactin mediante ensayo celular.

Células HEK que expresan Cortactin, inmunomarcadas con suero de paciente (A) o control (D) y
un anticuerpo monoclonal contra Cortactin (B,E). La fusién de las reactividades se muestra en los
paneles Cy F. Se observa que los anticuerpos del paciente reaccionan con las células que expresan

Cortactin.
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Los anticuerpos contra Cortactin muestran reactividad contra la UNM.

Quisimos comprobar la capacidad de uniéon de los anticuerpos contra Cortactin
con la UNM de ratén. Para ello aplicamos la misma técnica inmunohistoquimica
que habiamos utilizado con los sueros sobre musculo de raton, usando el
anticuerpo comercial contra Cortactin a 1:1000 (Millipore). Observamos que las
UNM presentaban reactividad con un patrén similar a BTX. Asi mismo, dos de los
sueros de pacientes con miastenia seronegativa y anticuerpos contra Cortactin

mostraron también inmunorreactividad contra la UNM (Figura 24).
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Figura 24. Inmunorreactividad de anticuerpos contra Cortactin sobre la UNM.

Imdgenes de microscopio de fluorescencia de UNM representativas (inmunohistoquimica de
musculo de ratén). El anticuerpo comercial contra Cortactin muestra un patrén de reactividad
sobre la UNM que colocaliza con la tincion de BTX. Asi mismo, los anticuerpos de pacientes
muestran reactividad contra la UNM. Los sueros RACh+, MuSK+ y controles sanos sirvieron como

controles.
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Las caracteristicas clinicas de los pacientes con miastenia y anticuerpos

contra Cortactin son heterogéneas.

A continuacién estudiamos el fenotipo clinico de los 27 pacientes con miastenia y
anticuerpos contra Cortactin, sin lograr encontrar caracteristicas diferenciales ni
poder definir un subgrupo realmente homogéneo (Tabla 7). La enfermedad era
globalmente leve-moderada, estando el 70.4% de los pacientes en Clase I-11IA de la
MGFA. El 18.5% de los casos eran formas oculares, todos ellos del grupo de
miastenia seronegativa. Tres pacientes tenian timoma, todos ellos provenian del
grupo de miastenia seropositiva anti-RACh+. El 62.5% de los pacientes estudiados
tenian otros autoanticuerpos, como antinucleares (7 pacientes), anti-tiroideos (3)
o anti-musculo estriado (2). Entre ellos existian otras enfermedades autoinmunes
concomitantes: 2 pacientes diabetes tipo I, 2 tiroiditis autoinmune y 2
glomerulonefritis. En el grupo de miastenia seronegativa habia una mujer que
present6 los sintomas de miastenia en el tercer trimestre del embarazo, y el bebé

tuvo ptosis palpebral durante los primeros 10 dias de vida.

El 85.2% de los pacientes requirieron tratamiento inmunosupresor, siendo
prednisona, sola o en combinacién con azatioprina el fairmaco mas frecuentemente
utilizado (60.9% de los casos). La respuesta clinica al tratamiento fue completa en

el 60.9% de los pacientes y so6lo parcial en el 39.1% restante.



Tabla 7.

Edad al inicio de los sintomas (mediana y rango) 34 afios (5-66)
Media de seguimiento (+DE) 8.8 anos (6.7)

Ocular 5 (18.5%)

Clasificacion de la MGFA

9 (33.3%)

8 (29.6%)

4 (14.8)

1 (3.7%)

oo
Respuesta ‘

Otros autoanticuerpos: ANA, anti- TPO/TGL y/o anti-musculo estriado
PDN: prednisona; AZA: azatioprina; Otros: ciclosporina, tacrolimus, micofenolato de mofetilo; RTX: rituximab



8.

Los anticuerpos contra Cortactin estin presentes en otras patologias

autoinmunes.

Nos propusimos ampliar el estudio a un mayor nimero de controles (pacientes
con otras enfermedades neurolégicas, inmunomediadas o no, y pacientes con
enfermedades autoinmunes sistémicas) para confirmar si la presencia de
anticuerpos contra Cortactin era especifica de miastenia, a pesar de no definir en
principio un subgrupo de pacientes con caracteristicas clinicas diferenciales. Para
ello empleamos la técnica de inmunoblot, utilizando extracto de células
transfectadas con Cortactin y en casos seleccionados comparando el resultado con

células no transfectadas (Figura 25).

CTTN Control pt SPMG pt 14 SNMG pt 27 SPMG pt 70
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Figura 25. Andlisis de anticuerpos contra Cortactin por Inmunoblot.

Tiras alternas de HEK transfectadas con Cortactin (T) o no transfectadas (NT) incubadas con
suero de paciente o de control. El anticuerpo comercial contra Cortactin muestra una banda de
80 kDa. En el paciente seronegativo n°27 se observa una banda con el mismo peso molecular (*)
que no estd presente en la tira de NT. Los otros dos pacientes seronegativos y un control negativo

no muestran esta banda especifica. Un anticuerpo contra GAPDH sirve como control endégeno.



En el subgrupo de miastenia seronegativa obtuvimos 14/93 casos positivos,
parecido a los 15 del ensayo celular; sin embargo, entre las miastenias
seropositivas sélo 7/104 casos fueron positivos, comparado con los 12 del ensayo
celular. En el grupo control obtuvimos 7/117 casos positivos: 2 pacientes con
CIDP, 2 con EM tipo remitente recidivante, 1 con sindrome de Sjogren, 1 con lupus
y 1 con artritis reumatoide. En funcion de estos resultados, la proporcién de casos
positivos para Cortactin no difiere de forma significativa entre los pacientes con

miastenia y el grupo control (10.6% vs 6% p= 0.2190).

Por otro lado, buscando una técnica que pudiese aportar mayor sensibilidad, para
no perder casos positivos dentro de las miastenias, aplicamos un ELISA utilizando
Cortactin recombinante. Estudiamos una muestra representativa, compuesta por
sueros de los diferentes subgrupos de pacientes y controles. Como resultado
obtuvimos que la proporciéon de casos positivos no diferia entre los grupos
estudiados (Figura 26), 17/62 pacientes con miasteniay 16/66 controles (27.4% vs
24.24% p= 0.6918). De las miastenias con anticuerpos contra Cortactin 9/32 eran
seronegativas y 8/30 seropositivas. Entre los positivos del grupo control habia
8/40 con otras enfermedades neurologicas (3 CIDP, 2 SGB, 2 EM y 1 NMO), 6/16
con enfermedades autoinmunes sistémicas (2 artritis reumatoide, 2 sindrome de

Sjogren, 2 lupus) y 2/10 controles sanos.
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Figura 26.

CORTACTIN ELISA
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VI. DISCUSION

I. Respuesta al tratamiento inmunosupresor con Rituximab en

pacientes con miastenia refractaria.

En este estudio demostramos que Rituximab produce un beneficio clinico duradero en
pacientes con miastenia grave y farmacorresistente. Todos los pacientes salvo uno
mejoraron, alcanzaron un estado de MM o remisién. Sin embargo, el beneficio clinico
fue mas importante y duré mas en el grupo con miastenia MuSK+. En cuanto a la
respuesta inmune subyacente, destacé que los anticuerpos anti-MuSK descendieron
de forma dramatica durante el seguimiento a partir de un solo ciclo de Rituximab. Sin
embargo, los anti-RACh permanecieron a los mismos titulos durante el mismo periodo

de tiempo.

Nuestro trabajo no es el primero en sugerir la eficacia de Rituximab en pacientes con
miastenia. En estudios previos un 96% (25/26) de pacientes con anticuerpos anti-
MuSK y un 81% (30/37) de pacientes con anticuerpos anti-RACh presentaron una
buena respuesta clinica tras una media de seguimiento de 19 meses(101,146). Pero
nuestro estudio es el primero en demostrat la eficacia del tratamiento tras un periodo
largo de seguimiento y en comparar los resultados entre miastenia RACh+ y MuSK+.

Demostramos que la respuesta, tanto clinica como inmunolégica, fue mejor y mas
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persistente en el grupo con miastenia MuSK+. Por otro lado, entre los pacientes con
miastenia RACh+, un 54% presentaron recaidas que precisaron reinfusiones y el

tratamiento inmunosupresor concomitante no se pudo reducir.

Las diferencias observadas en la respuesta al tratamiento se podrian explicar por las
divergencias en la patogénesis de la miastenia RACh+ y MuSK+. Primero, las subclases
de anticuerpos principales en la miastenia RACh+ son IgG1 e IgG3, mientras que en la
miastenia MuSK+ es IgG4. Segundo, las células T helper (Th) han sido implicadas en la
patogenia de los dos subtipos, pero mientras la respuesta Th1 esta relacionada con la
produccién de IgGl e IgG3, las Th2 estdn relacionadas con la generaciéon de
anticuerpos IgG4. Y por ultimo, las alteraciones en la histologia del timo y la presencia
de anticuerpos anti-musculo estriado son frecuentes en la miastenia RACh+ pero muy

raros en la miastenia MuSK+.

Los mecanismos que generan la respuesta inmune IgG4 no son bien conocidos. Otros
autores han descrito una respuesta similar, rapida y duradera, a una tnica dosis de
Rituximab en otras enfermedades asociadas a IgG4, como el pénfigo(147). Hemos
observado que Rituximab no afecta las células plasmaticas de larga duracidn,
basandonos en el rapido descenso post-tratamiento de los titulos de anticuerpos anti-
MuSK. Por tanto, podemos lanzar la hipétesis de que estos anticuerpos IgG4 podrian
ser producidos esencialmente por células plasmaticas de corta duracién. A favor de

ello, los niveles de IgM de nuestros pacientes, que son generadas por células
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plasmaticas de corta duracién, descendieron después del tratamiento, mientras que
los niveles de IgG contra ATT, producidas por células plasmaticas de larga duracion,
permanecieron estables. Ademas, el cambio en el isotipo principal anti-MuSK de 1gG4
a IgG1 después del tratamiento, que previamente se habia sugerido que influia en las
fluctuaciones clinicas(104), se observé también en 3 de los pacientes con miastenia
MuSK+. En este sentido, recientemente se ha descrito que las IgG4 son casi
exclusivamente sintetizadas por células B reguladoras, productoras de IL-10. Los
estudios funcionales muestran que estas células B aumentan significativamente IgG4 y
no IgG1, IgA o IgE al diferenciar a células plasmaticas(148). De alguna manera, el
tratamiento con Rituximab podria dirigirse preferiblemente contra estas células y por
eso observariamos el descenso importante en los anticuerpos IgG4 anti-MuSK y no en

los IgG1 anti-RACh.

Rituximab tiene un perfil de efectos adversos favorable, pero a pesar de todo se han
reportado casos ocasionales de leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP) en
pacientes con enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide, con una
frecuencia estimada de 1/25000 casos tratados. Hasta ahora, no se han reportado
casos de pacientes con miastenia tratados con Rituximab que desarrollen LMP, pero

se recomienda un seguimiento estrecho.

Hemos observado una respuesta excelente al tratamiento con Rituximab en pacientes

con miastenia MuSK+ refractaria, previniéndose las recaidas y conteniéndose la
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respuesta inmune a largo plazo. Por lo tanto, si se confirma la buena tolerancia y el

perfil riesgo-beneficio favorable, el siguiente paso seria realizar un ensayo clinico

prospectivo, enmascarado, aleatorizado y controlado para explorar el uso de

Rituximab como tratamiento de primera linea en estos pacientes.

1.

92

Busqueda de nuevos autoanticuerpos en miastenia seronegativa.

Anticuerpos contra Cortactin.

En este estudio reportamos por primera vez la presencia de anticuerpos contra
Cortactin en pacientes con miastenia, lo que nos hizo pensar que podrian utilizarse
como un nuevo biomarcador. Primero determinamos la reactividad del suero de
un grupo de pacientes con miastenia seronegativa contra la UNM de ratén y
encontramos que el 78% de ellos tenian inmunorreactividad, lo que indica la
presencia de anticuerpos contra componentes de la UNM. Después, seleccionamos
algunos de los sueros con mayor reactividad y utilizamos un array de proteinas
humanas gracias al cual identificamos Cortactin como autoantigeno candidato.
Mediante inmunohistoquimica de musculo de ratén observamos que Cortactin
estd presente en la UNM, de forma similar a las IgG de los pacientes,
superponiéndose a la tincion de BTX, como muestra la reactividad de un
anticuerpo monoclonal contra Cortactin. A continuaciéon analizamos la presencia

de anticuerpos contra Cortactin mediante ensayo celular y encontramos que



27/198 pacientes con miastenia eran positivos, sumando los seronegativos y

seropositivos, sugiriendo que podria ser un nuevo antigeno diana.

Desconocemos la posible contribucién de estos anticuerpos en la fisiopatologia de
la miastenia. Cortactin ha sido asociada con los procesos de desarrollo de la UNM y
es necesaria para la formacion de las agrupaciones de RACh. Es una proteina que
interviene en el ensamblaje local de las especializaciones del citoesqueleto, en
respuesta a sefiales sinaptogénicas provenientes de nervio y musculo(145).
Cortactin sefializa mediante fosforilacién a continuaciéon del eje agrin/MuSK y
promueve la polimerizacién de actina y la agrupacion de RACh/rapsin. Estudios in
vitro han demostrado que el tratamiento de miotubos con agrin aumenta de forma
significativa la fosforilacion de tirosina de Cortactin y que al introducir una
Cortactin mutante (incapaz de fosforilar) en las células musculares se inhibe de
forma potente la agregacion de los RACh sinapticos en respuesta a la
inervacion(144). El hecho de que hayamos encontrado anticuerpos contra
Cortactin no s6lo en pacientes con miastenia seronegativa sino también en
pacientes con anticuerpos contra RACh o MuSK podria indicar que su presencia es
secundaria al proceso de la enfermedad, consecuencia del dafio estructural de la

UNM.

Estudios previos han identificado autoanticuerpos contra otros antigenos
intracelulares concentrados en la UNM. Por ejemplo, los anticuerpos anti-musculo

estriado, que reaccionan contra epitopos de proteinas musculares como titina o
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receptor de rianodina, se detectan frecuentemente en pacientes con miastenia de
inicio tardio y con timoma, y su presencia se asociado con una mayor gravedad de
la enfermedad(116,117). Sin embargo, estos anticuerpos no se hallan en pacientes
sin anti-RACh y tampoco existe evidencia de que puedan inducir cambios

estructurales en el musculo esquelético.

En nuestro estudio, no hemos encontrado un fenotipo clinico comtn entre los
pacientes con miastenia y anticuerpos contra Cortactin, y su presencia no parece
correlacionarse con la gravedad de la enfermedad. En todo caso, su utilidad estaria
limitada a los casos de miastenia seronegativa, en los cuales no disponemos de
otro marcador especifico que nos puede orientar a que existe un proceso
inmunopatoldgico subyacente. Segiin nuestros datos, el 16% de pacientes con
miastenia seronegativa tienen anticuerpos contra Cortactin, pero el resto de los
pacientes contintian siendo negativos, lo que indica que deben existir otros
antigenos desconocidos en este subgrupo ya que hasta un 78% tenian

inmunoreactividad contra la UNM de ratén.

Por otro lado, hemos encontrado anticuerpos contra Cortactin en 2/30 pacientes
con LEMS, indicando que también pueden estar presentes en trastornos
presindpticos de la UNM. La coexistencia de varios autoanticuerpos en pacientes
con miastenia sugiere la presencia de varios antigenos diana, incluyendo diversas
proteinas de la UNM. De forma similar, los anticuerpos anti-LRP4 han sido

encontrados en pacientes con anti-MuSK en dos cohortes diferentes, y también en



un paciente con LEMS(127,129). Anteriormente, nuestro grupo reporté el caso de
una paciente en la que coexistian también multiples anticuerpos, contra RACh,
MuSK y Caspr2 (contactin asociated protein 2) y que tenia un cuadro clinico de
miastenia y sindrome de Morvan, afectando simultaneamente sistema nervioso
periférico y central(133). Este fendmeno podria ser el resultado de una extensién
del epitopo (epitope spreading) que amplia el ataque inmunolégico y aumenta el
dafio al antigeno diana. También los anticuerpos contra LRP4 se han hallado en 2

pacientes con NMO, y la asociacién de miastenia y NMO ya es conocida (149).

Sin embargo, el hecho de haber encontrado anticuerpos contra Cortactin por
técnicas diferentes (inmunoblot o ELISA) en pacientes con otras enfermedades
autoinmunes (neuroldgicas o sistémicas, agudas o crénicas), como CIDP, SGB, EM,
sindrome de Sjogren, artritis reumatoide o lupus, va en contra de que pueda ser
usado como un biomarcador especifico de miastenia. En vista de estos resultados
volvimos a aplicar la técnica de ensayo celular en una selecciéon de pacientes con
miastenia pero no pudimos replicar los resultados obtenidos inicialmente en todos
ellos. Una serie de sueros que previamente habiamos considerado como positivos
no eran reactivos al repetir el estudio. A continuacién decidimos repetir el ensayo
celular de la misma seleccion de sueros en manos de un técnico que desconocia los
resultados previos y evaluarlo de forma ciega por otro investigador con amplia
experiencia en este tipo de estudios. Desafortunadamente no obtuvimos
resultados concordantes con los anteriores y por lo tanto no confiamos en la

fiabilidad de este método para estudiar toda la serie de controles con otras
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enfermedades neurolégicas o autoinmunes. Finalmente, hemos tratado de poner a
punto la técnica de inmunocitoquimica variando diferentes condiciones de fijacion,
de incubacién y las concentraciones de anticuerpos, sin llegar a obtener un ensayo

consistente.

Por ahora, los resultados obtenidos con las técnicas aplicadas no nos permiten
otorgar relevancia fisiopatologica al hallazgo de estos nuevos autoanticuerpos en
pacientes con miastenia. Podria tratarse como un indicador de autoinmunidad,

inespecifico, como lo son los anticuerpos anti-nucleares.

Uno de los puntos fuertes de nuestro estudio es la inclusién de gran nimero de
pacientes y de controles y otro, el empleo de varias técnicas para primero detectar
la presencia de anticuerpos, luego identificar potenciales dianas antigénicas y
finalmente confirmar los posibles hallazgos relevantes. Las limitaciones son varias
y en cierta manera pueden venir también derivadas de esos mismos puntos, pues
cada técnica tiene una sensibilidad y especificidad diferente y no siempre son
comparables. Por inmunoblot los anticuerpos detectan epitopos lineales mientras
que en el ensayo celular la proteina se presenta de manera conformacional. En el
ELISA utilizamos proteina recombinante mientras que en inmunocitoquimica e

inmunoblot utilizamos células HEK transfectadas con Cortactin.

En el caso por ejemplo de los anti-LRP4, como hemos apuntado en la introduccién,

se considera que las diferencias en el porcentaje de pacientes positivos



encontrados son debidas a los métodos utilizados, la fuente de proteina, el estado
conformacional del antigeno y las diferencias entre las poblaciones
estudiadas(150). Podriamos decir que en el caso de los anticuerpos contra
Cortactin ocurre algo parecido, estudiando grupos diferentes (miastenia,
enfermedades neuroldgicas inmunomediadas, enfermedades autoinmunes
sistémicas) mediante varias técnicas se obtienen resultados variables. El encontrar
resultados positivos incluso dentro de los controles sanos puede significar que el
ELISA es una técnica demasiado sensible. La falta de consistencia en el ensayo
celular podria deberse a que la capacidad de los anticuerpos para reconocer el
antigeno es altamente dependiente de la conformacién del mismo, y varia de
forma significativa en funcién de las condiciones a las que son sometidas las
células (confluencia, fijacion...); teniendo en cuenta ademas que Cortactin es una
proteina dindmica que interviene en procesos de adhesion celular, migracién y
endocitosis. Serian necesarios estudios funcionales para explorar el posible papel
de estos anticuerpos a nivel molecular, celular e incluso animal (pej. tratar de

establecer un modelo por inmunizacién activa o pasiva).

No obstante, aunque los anticuerpos contra Cortactin no sean especificos de
miastenia, su determinacién podria tener utilidad en el grupo de miastenia
seronegativa, como indicador de autoinmunidad. En pacientes en los que no se
detectan anticuerpos contra los antigenos de la UNM conocidos, el diagndstico de
miastenia supone a veces un reto, pues pueden presentar sintomas leves,

negatividad de otras pruebas complementarias y respuesta al tratamiento dificil
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de valorar objetivamente. En estos casos, la positividad de los anticuerpos contra
Cortactin nos ayudaria a pensar que estamos delante de una miastenia
autoinmune, evitaria la realizaciéon de pruebas diagnosticas mas agresivas, como
una biopsia muscular, y contribuiria al manejo terapéutico, otorgandole un

significado clinico.

Anticuerpos contra DPPY.

En este estudio reportamos por primera vez la presencia de anticuerpos contra
DPPY en una paciente con miastenia seronegativa y timoma. Su validacion
mediante la deteccion de los anticuerpos por otro método, asi como el estudio del
resto de los pacientes seronegativos esta pendiente en el momento actual. DPPY, al
igual que DPPX (51% de homologia, diferente distribuciéon en el cerebro), son
proteinas auxiliares del complejo del canal de potasio Kv4.2 que actian
modulando su expresion en la superficie de las dendritas y modificando sus
propiedades funcionales(141). Este tipo de canal de potasio pertenece a la familia
de canales Shal (Kv4), que tiene propiedades diferentes comparadas con la Shaker
(Kv1)(151), anteriormente considerada como diana de los anticuerpos asociados a
encefalitis limbica, neuromiotonia y sindrome de Morvan (los principales

autoantigenos son LGI1 y Caspr2)(152,153).

DPPX, la otra subunidad de la superficie celular, reguladora del Kv4.2, ha sido

identificado recientemente como autoantigeno en pacientes con encefalitis



caracterizada por hiperactividad del sistema nervioso central, con agitacion,
mioclonias, temblor y crisis epilépticas. Estos pacientes tenian pleocitosis en el
liquido cefalorraquideo, frecuentemente diarrea al inicio del cuadro clinico y
respondian al tratamiento con inmunoterapia(154). Por otro lado, la presencia de
timoma se asocia a otras encefalitis con anticuerpos contra proteinas sindpticas y
de la superficie neuronal, como el receptor de AMPA, LGI1 y Caspr2(155). Sin
embargo, nuestra paciente con anticuerpos contra DPPY tenia sintomas de
miastenia ocular al inicio de la enfermedad y fue intervenida en varias ocasiones
de un timoma agresivo, pero no requiri6 tratamiento inmunosupresor ni tampoco
present6d clinica de hiperactividad del sistema nervioso central en ningin
momento. Este hallazgo, de cuadros clinicos tan diferentes pero con un sustrato
inmunolégico dirigido contra dianas tan proximas antigénicamente, merece ser

estudiado con mas profundidad.

También cabe destacar la presencia de anticuerpos contra antigenos de superficie

neuronal en otros 6 pacientes con miastenia seronegativa, que por el momento

estan sin identificar.
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VII. CONCLUSIONES

1. De la Primera hipotesis: Rituximab es una terapia eficaz para el tratamiento de los

pacientes con miastenia refractaria a los tratamientos inmunosupresores

convencionales.

Rituximab mejora el estado clinico e inmunoldgico de los pacientes con

miastenia refractaria a otros tratamientos inmunosupresores.

La mejoria es acentuada y persiste en el tiempo sobre todo en los pacientes con

miastenia MuSK+.

En vista del beneficio observado a largo plazo, recomendamos el uso de
Rituximab como opcién terapéutica precoz en los pacientes con miastenia
MuSK+, si no responden a prednisona. En cambio, en pacientes con miastenia
RACh+ reservariamos esta opcién terapéutica para después de los

tratamientos inmunosupresores de segunda linea.
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2. De la segunda hipdtesis: Los pacientes con miastenia seronegativa son un grupo

102

heterogéneo desde el punto de vista clinico e inmunoldgico. En su patogenia

intervienen anticuerpos frente a diversos antigenos de la UNM no conocidos.

Identificamos Cortactin, una proteina que promueve el agrupamiento de los

RACh, como antigeno nuevo utilizando un array de proteinas humanas.

Un subgrupo de pacientes con miastenia seronegativa tiene anticuerpos contra
Cortactin detectados mediante ensayo celular, lo que podria tener

implicaciones en el diagnostico y el tratamiento.

La presencia de anticuerpos contra Cortactin no es especifica de miastenia,
pues pueden detectarse utilizando inmunoblot o ELISA en otras enfermedades

inmunomediadas, neurolégicas o sistémicas.

Identificamos DPPY, una subunidad reguladora del canal de potasio Kv4.2,

como antigeno nuevo utilizando una técnica novedosa, cultivos de neuronas.
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