. Universitat Autonoma de Barcelona
[

Departament de Medicina

Estudio de la osteopontina en la esclerosis
multiple y su relacion con la progresion de la

enfermedad.

Tutor de tesi: Vicent Fonollosa Pla

Director de tesi: Xavier Montalban Gairin

Imma Pericot Nierga
Tesi doctoral

Barcelona, 2004



{}I;.I'd'Hebron
Hospital General

Unitat de Neurcimmunologia
Clinica

Xavier Montalban Gairin, adjunt del Servei de Neurologia i Cap de la
Unitat de Neuroimmunologia Clinica de I'Hospital Universitari Vall
d’Hebron,

FA CONSTAR,

Que la Tesi Doctoral titulada Estudio de la osteopontina en la
esclerosis multiple y su relaciéon con la progresion de la enfermedad,
presentada per na Imma Pericot Nierga, per a optar al grau de

Doctor, s’ha realitzat sota la seva direccio.

Barcelona, marc de 2004

Dr. Xavier Montalban Gairin



A en Xevi,



Agraiments



AGRATMENTS

Al meu director de tesi, en Xavier Montalban, que em va
introduir en el fascinant mon de I’esclerosi multiple. Pel seu gran rigor
cientific, entusiasme i aspecte huma. Per deixar-me formar part de la
gran familia de la unitat de neuroimmunologia clinica, que m’han fet
sentir com a casa. Gracies per les estones compartides.

A en Manolo Comabella, per la seva ajuda inestimable durant la
realitzacio de la tesi, aixi com d’en Robert Goertsches. Tampoc no puc
oblidar la resta de gent del laboratori com la Carmen Espejo, la Mireia
Castillo i la Cristina Lopez. Moltes gracies a tots ells.

Un agraiment molt especial a la Mar Tintoré, per ajudar-me a
fer els primers passos en el complicat mon de la neurologia, pels seus
bons consells i per demostrar-me que sempre podré comptar amb
ella. Gracies per ajudar-me en l'incident de I'India.

Als clinics de la unitat, uns de més vells i d’altres de més joves.
En Jordi Rio, en Carlos Nos, la Ingrid Galan, la Neus Téllez, aixi com
I’Alex Rovira, per tot el qgue m’han ensenyat i les rialles compartides.

I especialment al meu gran amic Jaume Sastre. Un personatge
unic amb el que vaig tenir la sort de compartir sa residencia i es meu
primer any a la unitat. Per les llargues xerrades amb les birres i les
tapes a la placa del Sol. Una besada Sastre.

Pel gran recolzament que vaig tenir de la resta de personal de
la unitat. Les infermeres: la Mariajo i la Rosalia; les psicologues, la
Joana i la Chusi; sense oblidar la Ndria, la Dunia, en Josep i la Eli.

Sempre disposats a donar un cop de ma.



A en Secundi Lépez-Pousa i la resta de la gent de la UvaMiD,
que son els meus companys actuals: en Toni, la Silvia, en Josep, la
Manoli, la Marta, la M2 del Mar, la Vero i I’"Anna. Per rebre’m amb els
bracos oberts i donar-me la oportunitat de treballar a la meva ciutat
estimada, Girona.

A la meva familia. Als meus pares, a les meves germanes i
cunyats i especialment als meus nebots: en Pau, I’Andreu, en Miquel i
I’Anna, per les bones estones que m’han donat. Gracies marrecs.

Finalment a en Xevi, pel seu suport incondicional durant tots

aguests anys, i pel fill que estem esperant. L’Arnau.



Abreviaturas



Abreviaturas

ABREVIATURAS

APP*: proteina precursora de amiloide

BDNF*: brain derived neurotrophic factor
BHE: barrera hematoencefalica

CFA*: adyuvante completo de Freund

CP: Chlamydia pneumoniae

DE: desviacion estandar

DNA*: 4cido desoxirribonucleico

EAE: encefalitis autoinmune experimental
EBV*: virus Epstein-Barr

EDA: escala de estado de la discapacidad ampliada
ELISA*: andlisis de inmunoadsorcion ligado a enzimas
EM: esclerosis multiple

HHV-6*: virus herpes-6

HLA*: sistema mayor de histocompatibilidad
ICAM*: molécula de adhesion intercelular

IFN: interferdn

Ig: inmunoglobulina

IL: interleucina

LCR: liguido cefalorraquideo

LPS: lipopolisacarido

LT: linfotoxina

MHC*: complejo mayor de histocompatibilidad
MSFC*: multiple sclerosis functional composite
MOG™*: glicoproteina mielinica oligodendroglial
NAA: N-acetil-aspartato

OPN: osteopontina

PLP*: proteina proteolipidica
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PMB: proteina mielinica basica

PP: primariamente progresiva

PT: progresiva transicional

PR: progresiva recidivante

RNA*: acido ribonucleico

RR: recurrente remitente

SNC: sistema nervioso central

SP: secundariamente progresiva

TCR*: receptor de células T

TGF*: factor de crecimiento transformador

TNF*: factor de necrosis tumoral

*: las abreviaturas con asterisco conservan las

terminologia anglosajona.
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I- CARACTERISTICAS CLINICAS Y PARACLINICAS DE LA
ESCLEROSIS MULTIPLE

1 - Definicidn de esclerosis multiple

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad desmielinizante
inflamatoria adquirida, en la que la mielina del sistema nervioso
central (SNC) es el d6rgano diana de un proceso autoinmune.
Recientemente se esta resaltando la implicacion del dafio axonal ya
en las fases iniciales de la enfermedad. Las caracteristicas clinicas y
patolégicas fueron descritas por primera vez por Charcot en 1868,
aunque sigue sin conocerse su etiologia.

El término desmielinizacibn se emplea para definir el dafio
adquirido de la mielina, cualquiera que sea la causa; mientras que el
término dismielinizacion se refiere a alteraciones que afectan a los
genes de los oligodendrocitos, y posiblemente otras células, los
cuales codifican proteinas mielinicas, enzimas y otros importantes
factores para la mielinogénesis.

Existen dos caracteristicas principales de la enfermedad; la
primera es la existencia en el 85% de los pacientes de un perfil
temporal de sintomas que consiste en la aparicibn de uno o varios
déficit neuroldgicos que acontecen en episodios, definidos como
brotes, seguidos de periodos de desaparicion de los sintomas,
conocidos como fases de remision. Es decir, la presencia de
diseminacion en tiempo. La segunda gran -caracteristica de la
enfermedad es la diseminacion de las lesiones anatémicas en todo el
SNC, predominantemente en la sustancia blanca periventricular,

cuerpo calloso, la sustancia blanca yuxtacortical, el parénquima
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infratentorial y las areas subpiales de la médula espinal. Es decir, la
presencia de diseminacion en espacio.
La EM es la segunda causa de discapacidad en el adulto joven y

de aqui radica su importancia.

2.- Curso clinico de la EM

2.1.- Hallazgos clinicos en la EM

La EM tipicamente se caracteriza por episodios de
empeoramiento (llamados brotes, que indican la ocurrencia de
inflamacion y desmielinizacidén) separados por periodos de remision.

Un brote se define como la ocurrencia de sintomas de
disfuncion neuroldgica de mas de 24 horas de duracion. Para aceptar
la existencia de dos brotes, éstos deben afectar a diferentes partes
del SNC y estar separados por un periodo de al menos 1 mes?.

Las manifestaciones clinicas mas comunes incluyen neuritis Optica,
debilidad muscular, trastornos sensoriales, alteraciones esfinterianas,
ataxia cerebelosa, disfuncién del tronco cerebral, temblor y fatiga.

Una pequefa parte de los pacientes no experimentan brotes sino
que presentan una aparicion gradual de déficit neuroldgicos, definidos
como progresion, independiente de los brotes.

Existe una marcada heterogeneidad clinica entre los individuos, sin
embargo la categorizacion de los casos de EM dentro de diferentes
fenotipos clinicos tiene implicaciones terapéuticas, prondsticas y
quizas patogénicas. En un esfuerzo para estandarizar la terminologia
utilizada se acordd en un comité internacional la siguiente

clasificacion?:
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EM remitente recurrente (RR). Se caracteriza por la presencia
de brotes de la enfermedad claramente definidos con
recuperacion completa o con secuelas. No existe progresion de
la enfermedad entre los brotes. ElI 85% de los pacientes
presentan esta forma clinica.

EM secundaria progresiva (SP). El curso inicial es RR, seguido
de incremento de la discapacidad de forma progresiva con o sin
brotes sobreafadidos.

EM primaria progresiva (PP). Progresion de la enfermedad
desde el inicio, con estabilizaciones ocasionales y mejorias
menores temporales. No presentan brotes de la enfermedad.
EM progresiva recurrente (PR). Enfermedad progresiva desde el
inicio con brotes evidentes, con 0 sin recuperacion completa y
con periodos entre brotes caracterizados por progresion

continua.
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2.2 - Definicion de la actividad de la enfermedad

Actividad clinica

En la practica clinica, la valoracion de la actividad clinica suele
basarse en el juicio del médico, que se fundamenta en la historia
clinica y en el examen neuroldgico centrado en los sintomas. En los
ensayos clinicos controlados, las evaluaciones suelen estandarizarse
en términos de tasas anuales de brotes o medidas estandarizadas de
deterioro e discapacidad.

La busqueda de una escala 6ptima que exprese la variabilidad
en las alteraciones y discapacidades que encontramos en los
pacientes con EM y que mida adecuadamente la evolucion de la EM,
tanto a corto plazo en ensayos clinicos, como a largo plazo, ha sido
incansable en los dltimos 20 afos. La escala de Kurtzke o Expanded
Disability Status Scale (EDSS) o escala de Estado de la Discapacidad
Ampliada (EDA) y la puntuacion de los Sistemas Funcionales (SF)
desarrollados por Kurtzke son las medidas méas ampliamente
utilizadas y reconocidas en la EM®. La puntuacién de dicha escala
queda determinada mediante examen clinico, excepto para la
determinacion de la funcion de la vejiga urinaria y del intestino, que
se realiza basandose en elementos subjetivos de la historia. Los SF
incluyen los sistema piramidal, cerebeloso, sensorial, del tronco
cerebral, la vejiga e intestino, el sistema visual y otros. Kurtzke
sefalé que algunos de ellos (piramidal, cerebeloso, sensorial y tronco
cerebral) se ven afectados con mayor frecuencia que otros, y
consecuentemente se refirié a estos SF como principales y a los otros

COMmoO menores.
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Tabla 1. Escala de EDA.

FUNCION PIRAMIDAL

O- Normal

1- Signos anormales sin discapacidad.

2- Discapacidad minima.

3- Paraparesia o hemiparesia leve o0 moderada, monoparesia grave.

4- Paraparesia 0 hemiparesia marcada, tetraparesia moderada o]
monoplejia.

5- Paraplegia, hemiplejia o tetraparesia severa.

6- Tetraplejia.

FUNCION CEREBELOSA

0- Normal

1- Signos anormales sin discapacidad.

2- Ataxia leve.

3- Ataxia moderada del tronco o las extremidades.

4- Ataxia grave de todas las extremidades.

5- Discapacidad para realizar movimientos coordinados debido a la ataxia.
V- Desconocida.

X- Se afiade a cada cifra cuando la presencia de debilidad dificulta el
examen.

FUNCION DEL TRONCO CEREBRAL

O- Normal.

1- Presencia de signos.

2- Nistagmo moderado u otra discapacidad leve.

3- Nistagmo grave, debilidad extraocular marcada o discapacidad
moderada relacionada con otros pares craneales.

4- Disartria marcada u otra discapacidad significativa.

5- Discapacidad para deglutir o hablar.

V- Desconocida.

FUNCION SENSITIVA

0- Normal.

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

2- Ligera disminucion de la sensibilidad tactil, dolorosa o postural y/o
disminucibn moderada de la sensibilidad vibratoria en 1 6 2
extremidades o disminucién leve de la sensibilidad vibratoria
exclusivamente en 3 6 4 extremidades.
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6-

V-

Disminucion moderada de la sensibilidad tactil, dolorosa o postural y/o
pérdida de Ila sensibilidad vibratoria principalmente en 1 6 2
extremidades o ligera disminuciéon de la sensibilidad tactil o dolorosa y/o
disminucibn moderada de todas las pruebas propioceptivas en 3 6 4

extremidades.
Disminucion marcada de la sensibilidad tactil o dolorosa o pérdida de la

propiocepcién, sola o asociadas, en 1 6 2 extremidades o disminucion
moderada de la sensibilidad tactil o dolorosa y/o0 disminucion importante
de la sensibilidad propioceptiva en mas de 2 extremidades.

Pérdida de la sensibilidad en 1 6 2 extremidades como caracteristica
predominante o disminucibn moderada de la sensibilidad tactil o
dolorosa y/o pérdida de la propiocepcion en la mayor parte del cuerpo
por debajo de la cabeza.

Pérdida de la sensibilidad por debajo de la cabeza como caracteristica
predominante.

Desconocida.

FUNCION INTESTINAL / VESICAL

0
1-

2-

Normal.

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

Goteo inicial, urgencia y retencidon intestinal o urinaria de grado
moderado o incontinencia urinaria infrecuente.

Incontinencia urinaria frecuente.

Necesidad de sondaje practicamente constante.

Pérdida de funcién vesical.

Pérdida de funcion vesical e intestinal.

Desconocida.

FUNCION VISUAL

0-
1-
2-

3-

Normal.

Escotoma con agudeza visual corregida mejor que 20/30.

Escotoma con agudeza visual maxima corregida de 20/30-20/59 en el
0jo peor.

Escotoma de gran tamarfio en el ojo peor 6 disminucibn moderada en los
campos, pero con una agudeza visual maxima (corregida) de 20/60 a
20/99.

Disminucion significativa del campo visual con una agudeza visual
maxima corregida de 20/100-20/200 en el ojo peor; grado 3 mas
agudeza visual de 20/60 o menos en el ojo mejor.

Agudeza visual maxima corregida menor de 20/200 en el ojo peor;
grado 4 mas agudeza visual maxima de 20/60 o menos en el 0jo mejor.
Grado 5 mas agudeza visual maxima de 20/60 o menos en el ojo mejor.
Desconocida.

Se afade a los grados 0-6 cuando existe palidez temporal.
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FUNCION CEREBRAL (0 COGNITIVA)

0- Normal.

1- Alteracion del estado de animo (sin afectar a la puntuaciéon de la EDA).

2- Deterioro leve de la actividad mental.

3- Deterioro moderado de la actividad mental.

4- Deterioro marcado de la actividad mental (sindrome cerebral crénico
moderado).

5- Demencia o sindrome cerebral crénico grave o incompetente.

V- Desconocida.

OTRAS FUNCIONES

O- Ninguna.

1- Cualquier otro signo neuroldgico atribuible a la EM (especifiquese).
V- Desconocida.

Nota

e Si un paciente camina 100 metros 6 mas con 2 apoyos, se considera
EDA 6.

e Si deambula > 10 metros pero < 100 metros con 2 apoyos, se considera
EDA 6.5

e Si requiere ayuda de otra persona (aunque unilateral) y no puede
caminar > 50 metros, se considera EDA 6.5

e Si camina sin apoyo, pero necesita ayuda ocasional, se considera una
EDA 6.
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Escala de Estado de Discapacidad Ampliada (EDA)

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

50

Exploracion neuroldgica normal (grado O en todos los SF. Se acepta
funcién cerebral grado 1.

Sin discapacidad, signos minimos en un SF ( es decir, grado 1 en
cualquier funcién que no sea la cerebral).

Sin discapacidad, signos minimos en mas de un SF (mas de un
grado 1 en cualquier funciéon que no sea la cerebral).

Discapacidad minima en un SF (grado 2 en uno de ellosy 0 6 1 en
el resto).

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

Discapacidad moderada en un SF (grado 3 en un SFy 0 6 1 en el
resto), o discapacidad leve en 3 6 4 SF (grado 2 en 3/4 SFy 006 1
en el resto), aunque con plena capacidad de deambulacion.

Plena capacidad de deambulacién con discapacidad moderada en un
SF (un grado 3) y grado 2 en 1 6 2 SF, o grado 3 en dos SF o grado
2en5 SF (0 61 en el resto).

Plena capacidad de deambulacion sin ayuda durante gran parte del
dia; capacidad de trabajar la jornada completa, no obstante
presenta ciertas limitaciones para realizar una actividad plena o
necesita ayuda minima; caracterizado por una discapacidad
relativamente grave consistente habitualmente en grado 4 en un SF
(0 6 1 en el resto) o una combinaciéon de grados menores que
excedan los limites de los puntos anteriores.

Plena capacidad de deambulacién sin ayuda durante gran parte del
dia; capacidad de trabajar la jornada completa, no obstante
presenta ciertas limitaciones para realizar una actividad plena o
necesita ayuda minima; caracterizado por una discapacidad
relativamente grave consistente habitualmente en grado 4 en un SF
(0 6 1 en el resto) o una combinacion de grados menores que
excedan los limites de los puntos anteriores. Capaz de andar unos
300 metros sin ayuda ni descanso.

Capacidad de andar unos 200 metros sin ayuda ni descanso;
discapacidad lo suficientemente grave como para afectar a la
actividad diaria habitual (p.ej trabajar la jornada completa sin
medidas especiales).( Equivalente a un grado 5 en un solo SFy 0 6
1 en el resto 0 una combinacibn de grados menores que suelen
superar las especificaciones del punto 4.0).

10
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55

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

Capacidad de andar unos 100 metros sin ayuda ni descanso;
discapacidad lo suficientemente grave como para impedir la
actividad diaria habitual. (Equivalente a un grado 5 en un solo SF y
0 6 1 en el resto o una combinacion de grados menores que suelen
superar a los del punto 4.0).

Necesidad de ayuda intermitente o constante unilateral (bastén,
muleta o corsé) para andar unos 100 metros con o sin descanso.
(Equivalente a combinaciones de mas de dos grados 3+ en los SF).

Necesidad de ayuda bilateral constante (bastones, muletas o corsé)
para andar unos 20 metros sin descansar. (Equivalente a
combinaciones de més de dos grados 3+ en los SF).

Incapaz de andar mas de 5 metros incluso con ayuda y limitado
esencialmente a permanecer en silla de ruedas; capaz de
desplazarse solo en la silla de ruedas y de levantarse de ella;
permanece en la silla de ruedas unas 12 horas diarias. (Equivale a
combinaciones de mas de un grado 4+ en los SF y, muy raramente
a un grado 5 de la funcién piramidal Unicamente).

Incapaz de dar unos cuantos pasos; limitado a permanecer en silla
de ruedas; puede necesitar ayuda para levantarse de la silla; capaz
de desplazarse solo en la silla, aunque no todo el dia; puede
necesitar una silla de ruedas con motor. (Equivale a combinaciones
de mas de un grado 4+ de los SF).

Limitado esencialmente a estar en cama o sentado o a ser
trasladado en silla de ruedas, aunque puede permanecer fuera de la
cama gran parte del dia; capaz de realizar gran parte del aseo
personal; puede utilizar las manos eficazmente. (Equivale a
combinaciones de grado 4+ en varios sistemas).

Limitado a permanecer en cama gran parte del dia; puede utilizar
parcialmente las manos y realizar algunas labores de aseo personal.
(Equivale a combinaciones de grado 4+ en varios sistemas).

Paciente encamado e invalido; puede comunicarse y comer.
(Equivale a combinaciones de grado 4+ en la mayoria de los
sistemas).

Paciente encamado e invalido total, incapaz de comunicarse
eficazmente y de comer o de deglutir. (Equivale a combinaciones de
grado 4+ en casi todos los sistemas).

10 Muerte por EM.

11
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La EDA es una escala con incrementos de 0,5 puntos que oscila
entre O (examen normal) y 10 (muerte por EM). En el intervalo 1.0-
4.0, las puntuaciones de la EDA queda determinada por los SF. Entre
puntuaciones de 4.0 y 8.0, la escala refleja la deambulacion.
Iniciandose en EDA 4.5, la escala evalua tanto la distancia que puede
ser recorrida como la ayuda necesaria para llevar a cabo tal tarea. En
EDA 8.0-9.0, la funcion de las extremidades inferiores se ha perdido
esencialmente y la funcion de las extremidades superiores es el
principal factor a considerar, mientras en el 9.0 es la funcién bulbar el
principal determinante. En la EDA tiene un peso importante la
capacidad de deambulacién. Las limitaciones de la EDA incluyen: a)
datos poco fidedignos debido a la imprecision de los términos
descriptivos; b) sensibilidad limitada para ser utilizada en ensayos
clinicos; c¢) naturaleza “no lineal” y diferencias en tiempo de
permanencia observado; d) énfasis en la deambulacién; e d)
inadecuada cuantificacion de la funcion mental.

La escala de EDA presenta determinadas caracteristicas que
conviene tener en cuenta a la hora de su manejo estadistico. En
analisis transversales de la discapacidad se observa que los pacientes
se agrupan alrededor de los niveles 1-3 y 6-7, siguiendo una
distribucién bimodal mas que normal*™>. Por otra parte, el tiempo que
cada paciente permanece en cada nivel de discapacidad no es igual
para cada uno de ellos, de tal forma que suelen permanecer mas
tiempo en grados 1,2,6 6 7 que en grados 3,4 6 5°. Dicho de otro
modo: el riesgo de empeorar un punto en la EDA varia en funcion de
la EDA de base, de tal forma que los pacientes que se sitian en una
EDA de 4 tienen tres veces mas probabilidades de pasar al 5 que los
pacientes que estan en un 2 de pasar a un 3’. Asi pues, dado que se

trata de una escala ordinal que no sigue una distribucién normal, el
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calculo de la media no resulta adecuado como medida de tendencia
central. Para el analisis de la rapidez de aparicion de la discapacidad
se suele utilizar el tiempo que un determinado grupo de pacientes
tarda en alcanzar un determinado grado de discapacidad mediante
analisis de supervivencia. De este modo se suele estudiar por
ejemplo, el tiempo que se tarda en iniciar la fase progresiva para
pacientes con inicio remitente recurrente. De esta forma en las series
clasicas se calcula que el 50% de los pacientes se encuentra en esta
situacion (EDA > 6) a los 10 afios del inicio de la EM*813,

La busqueda de escalas que permitan detectar cambios en un
periodo corto de tiempo a lo largo del curso de la enfermedad y que
valore diferentes aspectos clinicos de la EM, ha llevado en los ultimos
afos, a la elaboracion de una escala compuesta denominada escala
funcional compuesta de EM (Multiple Sclerosis Functional Composite
Scale - MSFC)**®. La puntuacién en esta escala se calcula sumando
las puntuaciones Z que el paciente obtiene en tres pruebas
estandarizadas; 1) el “Timed 25-foot walk” (T25W) o el tiempo para
caminar 25 pasos, mide el tiempo que tarda el paciente en recorrer
7,5 metros y constituye una medida simple y atil de la movilidad; 2)
el “Nine Hole Peg Test” (9HPT) que mide el tiempo para colocar y
retirar 9 palitos de una caja con 9 agujeros, mide la destreza manual
y es una medida cuantitativa atil de la funcién de la extremidad
superior y 3) el “Paced Auditory Serial Addition Test” (PASAT-3) o
test de 3 segundos de audicidén seriada en pasos, que consiste en una
lista de numeros estandarizada y presentada de forma seriada cada 3
segundos. ElI paciente debe sumar correlativamente, y dar las
soluciones en los intervalos entre la presentacion de los numeros.
Permite medir alteraciones congnitivas, basicamente atencion y

velocidad de procesamiento
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Actividad en la Resonancia Magnética

La resonancia magnética (RM) es la técnica mas sensible en la
deteccion de las lesiones de la EM. Las secuencias de RM potenciadas
en Tl detectan nuevas lesiones focales ponderadas en T1 (T1W)
contrastadas con gadolinio (Gd+) con una frecuencia diez veces
mayor que los nuevos sintomas. El contraste con gadolinio parece ser
un marcador especifico de la permeabilidad vascular anormal en el
SNC?'®, y constituye un marcador especifico para uno de los eventos
mas tempranos en la formacién de nuevas lesiones en EM o0 en la
reactivacion de las lesiones previas®’.

La actividad en la RM también puede determinarse contando el
nuamero de nuevas lesiones o lesiones que aumentan de tamafo en
las secuencias ponderadas en T2 (T2W). Casi todas las nuevas
lesiones en TIWGd+ tienen una anomalia en T2W; sin embargo, las
lesiones en T2W no son tan especificas para el cambio histopatoldgico
como las lesiones TIWGd+. Por ejemplo, las lesiones en T2W pueden
estar producidas por edema focal, inflamacion, desmielinizacion,

pérdida axonal o gliosis.
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2.3 - Pronodstico de la EM

2.3.1 - Factores prondsticos de la EM

El curso clinico de la enfermedad es altamente variable e
impredecible. Existen diversos factores clinicos y demogréaficos
predictores del curso clinico de la EM. Los factores predictores de una
mala evolucidon son: género masculino, edad de inicio tardia, elevada
frecuencia de brotes en los primeros afos de la enfermedad y un

intervalo corto de tiempo en alcanzar una discapacidad moderada.

2.3.2 - Evolucion a la fase progresiva

Clasicamente se acepta que aproximadamente la mitad de los
enfermos con EM a brotes alcanzan la fase progresiva de la
enfermedad alrededor de los diez afios de evolucion aunque la
mayoria de los autores encuentran una fuerte dependencia respecto
de la edad de inicio’®'®. De esta forma los pacientes que inician la
enfermedad antes de los 20 afos de edad tardan otros 20 afos en
alcanzar la fase progresiva, mientras que los que la inician después
de los 40 afios tardan sélo unos 2,5 afios'®. Una vez en esta fase, la
discapacidad residual progresa a una velocidad aproximada de 0,5
puntos de EDA/afio, aunque como siempre, hay una gran variabilidad

interindividual*®.
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En la serie de Minderhoud y cols, el 60% de los pacientes con
EMSP alcanzaron una EDA superior o igual a 7 a los 15 afos del inicio
de la progresion (a los 52 afios de edad), mientras que el 60% de los
pacientes con forma EMPP alcanzaron este mismo grado de
discapacidad a los 25 afios de evolucién (a los 60 afios de edad)®.
Este mismo autor encuentra que la progresion de la discapacidad en
la fase progresiva fue ligeramente mayor en los pacientes con formas
EMSP, asi como en mujeres, pacientes con mayor numero de brotes
en la fase remitente-recurrente y en los que tenian mayor edad en el
momento del inicio de la progresion.

En el estudio de Confavreux y cols, con 1844 pacientes con EM,
encontraron que el tiempo medio desde el inicio de la enfermedad
hasta alcanzar una EDA de 4, de 6 y de 7 era mayor en los pacientes
con EMRR (11,4, 23,1 y 33,1 afios, respectivamente) que en los
pacientes con una enfermedad progresiva desde el inicio (0,0, 7,1y
13,4 anos, respectivamente; p<0.001). En cambio, el tiempo
transcurrido desde la asignaciobn de una EDA de 4 hasta una
puntuacion en la escala de 6 era similar en ambos grupos (5,7 y 5,4
anos, p=0.74). Por tanto, concluyen que en los pacientes con EM, la
presencia de brotes no influye en la progresion de la discapacidad

irreversible??.
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3 - Resonancia magnética en la EM

La resonancia magnética (RM) es la técnica mas sensible en la
detecciéon de las lesiones de la EM, ya que detecta lesiones de
caracteristicas desmielinizantes, al menos, en el 95% de pacientes
con esclerosis mudltiple clinicamente definida (EMCD). Como
consecuencia de esta alta sensibilidad, la RM se ha convertido en una
técnica esencial no sdélo en el diagndéstico de la EM sino también como
marcador prondstico en la fase inicial de la enfermedad, ademas de
contribuir tanto en la mejor comprension de su historia natural como

en la evaluacion de la eficacia de nuevos tratamientos?2.

Caracteristicas de las placas de EM

Todas las placas de EM se muestran, con independencia de su
substrato patoldégico o fase evolutiva, hiperintensas en las secuencias
potenciadas en densidad protdonica y T2, de la misma forma que lo
hacen gran parte de los procesos patoldégicos que afectan el
parénquima cerebral. Esta hiperintensidad, traduce simplemente un
aumento en la concentracion tisular de agua libre, pero no refleja la
contribucion del edema, desmielinizacion, inflamacion, lesion axonal,
gliosis o remielinizacién en la composicién de la placa®.

Tipicamente las lesiones visibles en las secuencias potenciadas
en T2 son multiples y de pequefio tamafio, aungue en ocasiones
alcanzan gran tamafo debido a la confluencia lesional o a la
existencia de lesiones seudotumorales®®. Las lesiones tienen
predisposicion a situarse en determinadas zonas anatémicas, como la
sustancia blanca periventricular (sobre todo la posterior), cuerpo
calloso, la sustancia blanca yuxtacortical y el parénquima

infratentorial.
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La deteccion de lesiones en el parénquima infratentorial
contribuye de forma significativa al incremento de la especificidad
diagnéstica de la RM en la EM?42°.

Las lesiones en la médula espinal adoptan, con frecuencia, una
morfologia ovoidea con su eje mayor orientado craneocaudalmente, y
una predisposicion a situarse periféericamente y a afectar los cordones
posteriores. Las lesiones no suelen sobrepasar dos cuerpos
vertebrales en su extension craneocaudal, ni mas del 50% del area
transversal, localizandose la mayoria de ellas en los segmentos

cervical o dorsal superior®®?’.

En aproximadamente el 50% de los
pacientes con una EMCD y con un examen de RM cerebral normal, se
identifican lesiones medulares compatibles con placas
desmielinizantes, por lo que un estudio medular completo esta
indicado en pacientes con EMCD cuando el estudio craneal sea normal
o con lesiones poco especificas?®. Nuestro grupo analizé 38 pacientes
con un sindrome medular aislado y evalué el riesgo de conversion a
EMCD. Observamos que la RM medular fue patoldgica en el 89% de
los pacientes y la RM craneal en el 66%. El riesgo de conversion a
EMCD era mayor en aquellos pacientes con lesiones medulares

cervicales, de localizacién marginal y de diametro inferior a 2 cm?°.

Criterios de resonancia magnética para la EM

Se han propuesto tres criterios diferentes de RM en el
diagnéstico de la EM. Los criterios descritos por Paty et al*® se
definieron con el propédsito de predecir la conversion a EMCD en
pacientes que sufrieron un sintoma inicial compatible con un primer
brote de EM, mostrando una elevada sensibilidad pero una moderada
especificidad. Los criterios de Fazekas et al** se obtuvieron de forma

retrospectiva en pacientes con la enfermedad establecida, y su
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objetivo inicial fue separar las alteraciones propias de la EM de las
que se identifican de forma incidental en la poblacion adulta,
alcanzando wuna elevada especificidad en este propésito pero
perdiendo eficacia cuando se aplican en el diagndéstico inicial de la

I?®> desarrollaron un modelo dicotomizado de

enfermedad. Barkhof et a
cuatro parametros basado en un analisis de regresion logistica, que
predice la conversibn a EMCD en pacientes con un sindrome

neuroldgico aislado sugestivo de proceso desmielinizante.

TABLA 2A .- Criterios diagndsticos de RM en la EM

Paty et al (1): Presencia de cuatro lesiones (T2) o tres lesiones si una es

periventricular.

Fazekas et al (2): Presencia de tres lesiones (T2), con dos de las siguientes

propiedades: infratentorial, periventricular, y tamafo superior a 6 mm.

Barkhof et al (3): Modelo de probabilidad acumulativa de conversion a EM en
funcion de la presencia de las siguientes caracteristicas: al menos una lesion
que se realza con gadolinio (0 nueve lesiones visibles en T2); al menos una
lesion infratentorial; al menos una lesion yuxtacortical; al menos tres lesiones

periventriculares.

(1) Paty et al. Neurology 1988;38:180-185.
(2) Fazekas et al. Neurology 1988;38:1822-1825
(3) Barkhof et al. Brain 1997;120:2059-2069
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Técnicas de RM

Las técnicas clasicas de RM son las secuencias potenciadas en
T2 y las secuencias potenciadas en T1 con gadolinio.

En las secuencias potenciadas en T2 la hipersefial que producen
las lesiones desmielinizantes reflejan un aumento de la concentracion
de agua, pero su substrato patoldégico varia en funcion de su fase
evolutiva. A pesar de su limitada especificidad en la determinacion del
substrato lesional, las secuencias potenciadas en T2 son de utilidad
en el estudio de la historia natural de la EM, siendo las mas utilizadas
en el estudio de la EM, por su elevada sensibilidad y simplicidad
técnica. EI nimero y volumen de las lesiones visibles en T2 se
relaciona con la duracion y fase clinica de la enfermedad, y con el
grado de discapacidad clinica permanente®'. Asi la carga lesional
suele ser minima al inicio de la fase remitente recurrente y maxima
en fases avanzadas de las formas secundarias progresivas.

La utilizacidon de secuencias potenciadas en T1 en combinacion
con la inyecciobn de contraste paramagnético (gadolinio-DTPA)
permite identificar de forma selectiva las lesiones con actividad
inflamatoria®?. El gadolinio, en condiciones normales, no atraviesa la
barrera hematoencefalica (BHE), sin embargo cuando existe una
alteracion en la permeabilidad de la barrera, el gadolinio la atraviesa
y produce un acortamiento del T1 (hiperintensidad) en el tejido
adyacente3?33,

Existen nuevas técnicas de RM para la caracterizacion del
substrato histopatoldégico lesional: lesiones hipointensas en
secuencias potenciadas en T1; espectroscopia por resonancia
magneética de protén; transferencia de magnetizacion y cuantificacion

del volumen cerebral y del a&rea medular cervical.
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Alrededor del 10-20% de las lesiones visibles en densidad
protonica/T2 se identifican en las secuencias potenciadas en Tl en
forma de hiposefal con relacion a la sustancia blanca normal. Esta
hiposefal probablemente refleja un substrato patoldgico diferente en
funcion que la lesidn sea activa o cronica. En las lesiones activas,
refleja la presencia de edema y grados variables de destruccion
tisular, y su hiposefal puede desaparecer o al menos reducirse en
intensidad y tamafo cuando se resuelve el proceso inflamatorio. En
las placas crénicas, la hiposefal es persistente y refleja la presencia
de destruccion tisular irreversible.

La espectroscopia por resonancia magnética de protén (‘*H-
ERM) es una técnica que permite determinar in vivo la concentracion
de diferentes metabolitos en regiones determinadas de un tejido. En
el tejido cerebral normal, la *H-ERM pone de manifiesto resonancias
atribuidas principalmente al N-acetilaspartato (NAA), creatina y
fosfocreatina (Cr) y a compuestos que contienen colina (Cho). La *H-
ERM es capaz de detectar las alteraciones bioquimicas que
caracterizan la inflamacién, desmielinizacion, gliosis y dafio axonal®*.

La transferencia de magnetizacion (TM) es una técnica de RM
que genera una forma de contraste diferente a las técnicas clasicas
basadas en los tiempos de relajacion longitudinal (T1) y transversal
(T2) y cuyo mecanismo basico se fundamenta en el intercambio de
magnetizaciéon entre los nudcleos de hidrégeno que forman parte del
agua libre y los que forman parte del agua ligada a macromoléculas o
de sus propios grupos hidroxilo®®. Entre estas macromoléculas cabe
destacar el colesterol, que es un componente cuantitativamente
importante de la mielina. Esta técnica, por tanto, ofrece un mapa
indirecto de la concentracion de mielina en el parénquima encefalico.

La cuantificacion del volumen cerebral y, por tanto, del grado
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de atrofia cerebral tiene una estrecha correlacion con el grado de
disfuncion clinica. Estudios longitudinales demuestran que el grado de
atrofia progresa en algunos pacientes, y que esta progresion se
correlaciona con un empeoramiento del estado clinico®®. La valoracién
de Ila atrofia medular parece ser especialmente util en el
establecimiento de correlaciones clinicas significativas en las formas
primariamente progresivas, sobre todo si han presentado al inicio
clinica medular, ya que en estos pacientes la carga lesional cerebral
medida en T2 es cuantitativamente menor que en otras formas

clinicas de la enfermedad.
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4 - Liquido cefalorraquideo

El liquido cefalorraquideo (LCR) en la EM es de aspecto
macroscopico normal. El niumero de células es inferior a 50 en la
mayoria de los pacientes. Las proteinas totales son normales o estan
ligeramente elevadas. Un hallazgo caracteristico es la elevacion
relativa de las inmunoglobulinas (lIg) especialmente la I1gG,
implicando sintesis intratecal. Asi mismo, también es caracteristica la
presencia de bandas oligoclonales (BOC) en el LCR. La técnica mas
sensible es el isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida, que permite
detectar BOC en el 95% de los casos. De todas formas, existen falsos
positivos, pudiendo aparecer en algunas otras enfermedades, como
panencefalitis esclerosante subaguda, infecciones virales, infecciones
crénicas del SNC, sindrome de Guillain-Barré e ictus, entre otros®’.

En los nuevos criterios diagnésticos de McDonald* recomiendan
que el estudio de LCR deberéa considerarse principalmente cuando los
criterios de RM sean menos claros, es decir, cuando no existan al
menos tres de cuatro criterios de Barkhof. También se recomienda su
estudio cuando la presentaciéon clinica sea atipica, y es fundamental
en el diagnéstico de la forma EMPP. En el LCR se podran considerar
tanto la presencia de BOC como un aumento del indice de 1gG. La
determinacion de BOC debera hacerse de forma simultanea en suero
y LCR por isoelectroenfoque en gel de agarosa méas inmunoblotting.
Se considerara la presencia de BOC positivas cuando existan dos o
mas bandas de IgG en LCR, no presentes en suero. Por ultimo, nos
aporta una consideracion muy importante y que implica directamente
a los clinicos que realizamos el diagndstico, a saber, que es obligacion

del médico que utiliza estos parametros en el LCR para el diagndstico,
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el asegurarse de que estas determinaciones se han realizado
siguiendo las recomendaciones técnicas antes especificadas.

Nuestro grupo ha estudiado el papel de las BOC en la evolucion de
la enfermedad, analizando todos los pacientes de nuestra unidad que
se les practico una determinacion de BOC entre 1997 y 2000. En un
total de 415 pacientes, un 14% no tenian BOC y su evolucion fue
mejor, con menos discapacidad transcurridos 10 y 15 afos de la

enfermedad®®.

5 - Potenciales evocados

Los potenciales evocados (PE) son potenciales eléctricos
generados en el SNC tras la estimulacibn de un o6rgano
sensitivo/sensorial periférico. Los PE pueden usarse para evaluar la
conductividad de los impulsos eléctricos a través de vias de fibras
nerviosas mielinizadas en el SNC. Las vias de fibras nerviosas que se
estudian con mas frecuencia son la vision (PE visuales), la audicion
(PE auditivos) y la sensibilidad (PE somatosensoriales). Los mas utiles
son los PE visuales por su mayor sensibilidad (85%), seguidos de los
PE somatosensoriales (75%), siendo los menos sensibles los PE
auditivos (60%).

En los nuevos criterios de McDonald' se recomienda utilizar
unicamente los PE visuales, dada la dificultad que existe en muchas
ocasiones para la utilizacion de los PE auditivos y de los PE
somestésicos en el diagndstico de la EM. Estos podran ser utilizados
para demostrar diseminacibn en espacio y tiempo, siendo
caracteristico el aumento de latencia de la onda P100 cuando la

forma de la onda esté preservada.
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6 - Criterios diagnoésticos

El diagnéstico de la EM es esencialmente clinico, y se
fundamenta en Ila demostracion de episodios inflamatorio-
desmielinizantes diseminados en tiempo y espacio, siempre y cuando
se excluyan de forma razonable otros procesos que pudieran simular
episodios neuroldgicos recurrentes. Sin embargo, la confirmaciéon
definitiva de la EM se basaria en la demostraciéon de multiple areas de
lesiones inflamatorias con desmielinizacion (“placas™) en el SNC. No
existe ningun hallazgo clinico o prueba diagnéstica que por si misma
sea suficiente para establecer el diagnostico definitivo de la EM.

Los criterios diagnosticos mas utilizados en los udltimos 20 afos
son los establecidos por Poser et al en 1983, que combinan los
hallazgos clinicos con pruebas paraclinicas, como el analisis del LCR y
estudios neurofisiol6gicos®®. Estos criterios diagnésticos exigen que
los signos o sintomas clinicos estén separados en el tiempo por uno o
mas meses, y que se atribuyan a mas de una localizacion en la
sustancia blanca del SNC. Si todos los signos o sintomas pueden
asociarse a una lesion unica, pueden utilizarse pruebas paraclinicas
para demostrar la presencia de lesiones en el SNC que sean
clinicamente silentes y que no causen los sintomas. La RM no se
incluyé en dichos criterios ya que en el afio 1983 esta técnica no
estaba suficientemente desarrollada en el campo clinico. Con la
progresiva implantacion de la RM como técnica diagnostica en
multiples procesos neuroldgicos, se constatd la elevada sensibilidad

de esta técnica en la deteccion de lesiones desmielinizantes.
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Recientemente McDonald y cols. han propuesto unos nuevos
criterios diagndsticos para la EM en los que por primera vez se
integra de forma directa la RM en el esquema diagnéstico'. Estos
nuevos criterios se fundamentan en los conceptos esenciales de los
criterios diagnoésticos de Poser, en los que el diagnostico de la
enfermedad se puede establecer cuando existe evidencia objetiva de
diseminacion en tiempo y espacio de las lesiones desmielinizantes en
el SNC. En los nuevos criterios de McDonald, la RM adquiere un papel
principal y permite utilizar la RM para establecer diseminacién de la
enfermedad en tiempo y espacio. Por tanto los nuevos criterios
permiten realizar el diagnéstico de EM tras un primer brote de la

enfermedad.

TABLA 3. Criterios de McDonald

Criterios para la demostracion de diseminacion temporal de las
lesiones

RM realizada al menos tres meses después del inicio del cuadro clinico:

a) Presencia de al menos una lesidén que se realce con gadolinio (sin
relacion con la clinica del episodio inicial).

b) Presencia de una nueva lesion en T2 no visible en una RM
comparada con otra efectuada al menos tres meses antes.

Criterios de RM para la demostracion de diseminacion espacial de las
lesiones

1.- Presencia de tres o cuatro de los criterios de Barkhoff et al.

2.- Presencia de al menos dos lesiones subclinicas asociadas a
alteraciones del liguido cefalorraquideo (bandas oligoclonales positivas o
incremento del indice 1gG)
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Dado que los nuevos criterios de McDonald permiten establecer
diseminacion en tiempo y espacio, mediante la RM, en los primeros
episodios sugestivos de EM, nuestro grupo evalu6 la eficacia de
dichos criterios en los primeros brotes. Tintoré y cols. aplicaron los
nuevos criterios a una muestra (nN=139) de primeros brotes y
encontraron que los nuevos criterios tenian una sensibilidad del 74%,
una especificidad de 86% con una precision global del 80% para
predecir la conversiéon a EMCD*°.

En el afo 2000, Thompson y cols. publicaron los criterios
diagnoésticos para las formas clinica EMPP*' . Hasta entonces, los
criterios de Poser no contemplaban directamente el diagndstico de la
EMPP y se hacia imperioso que se formularan unos criterios con las
miras puestas principalmente en la elaboracion de ensayos clinicos.
Los nuevos criterios de McDonald incorporan los criterios de

Thompson y cols en su esquema diagnostico.
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TABLA 4. Criterios diagnosticos de la EMPP

EMPP DEFINIDA

1- Progresion clinica de al menos 1 afio  Y:
2- LCR positivo Y:
3- RM positiva O; RM equivoca Y retraso de los PEV.

EMPP PROBABLE

Si:

1- Progresion clinica de al menos 1 afio  Y:

2- LCR positivo Y:

3- RM equivoca O: retraso de los PEV.

0:

1- Progresion clinica de al menos 1 afio  Y:

2- RM positiva O: RM equivoca Y retraso de los PEV.

EMPP POSIBLE
1- Progresion clinica de al menos 1 affo  Y:
2- RM equivoca O retraso de los PEV.

Criterios de RM:
1) Nueve lesiones cerebrales
2) Dos lesiones en la médula espinal, o

3) De 4 a 8 lesiones cerebrales y una lesion en la médula espinal.

Nuestro grupo evalué el cumplimiento de los nuevos criterios

diagnosticos de la EMPP a una poblacion de enfermos con EMPP bien

estudiados y seguidos en la unidad*?. Encontramos que el 93.7% de

los pacientes cumplian los criterios de EMPP definida. El

cumplian los criterios de EMPP probable, dado que tenian mas de 9

lesiones cerebrales, presentaban una progresiéon clinica de mas de 1

afo de evolucion, pero no se observaban BOC en el LCR.
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11- ETIOLOGIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Se sospecha que las placas en la EM son consecuencia de un
ataque inmunomediado dirigido contra uno o mas antigenos del SNC.
A pesar de que las evidencias sugieren que la etiologia de la
enfermedad incluye factores genéticos y ambientales, los intentos de

aislar un gen unico o un microorganismo infeccioso han fracasado.

1 - Factores genéticos

Estudios epidemioldgicos han establecido que la susceptibilidad
a la EM se debe en parte a factores genéticos. Al compararse con la
poblacion general, los parientes mas cercanos de pacientes con EM
muestran un aumento de 20-40 veces del riesgo de desarrollar una
EM. Puesto que la concordancia de la enfermedad en gemelos
monozigotos soélo es del 25%-30%, no se puede explicar facilmente
la vulnerabilidad en funcion de la herencia de un uUnico gen. En la
actualidad, se cree que es mas probable que la vulnerabilidad sea
fruto de la herencia poligénica®®.

Diversos estudios han evidenciado la asociacion que existe
entre la EM y diferentes loci incluyendo la region variable de la
cadena pesada de las Ig, los loci de la cadena o y B del receptor de
célula T y el gen de la proteina mielinica basica (PMB), aunque la
Unica asociacion inequivoca es con los genes del HLA de clase IlI.
Diferentes estudios en pacientes caucasianos de descendencia
europea septentrional muestran una fuerte asociaciéon entre la EM y
genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), en especial

con el haplotipo DR2 méas comun en caucasianos DRB1*1501-
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DQB1*0602 en el cromosoma 6p21**. No se conoce con certeza el
mecanismo subyacente de esta asociaciéon. Sin embargo, la
susceptibilidad puede guardar relacion con la capacidad de estas
moléculas para presentar antigenos a las células T posiblemente
reactivas. Nuestro grupo analizo la asociacion de distintos alelos que
confieren susceptibilidad para la enfermedad en familias de EM
espafnolas, encontrando una asociacion significativa con el HLA-DR2
pero no con otros alelos DR o DQ*.

Estudios realizados en la poblacion de Cerdefia han mostrado
una asociacion entre la EM y DR4 y otros estudios realizados en
Escandinavia han evidenciado que la EMPP y la EMRR estan asociados
con 2 haplotipos diferentes del HLA de clase Il: DR4, DQA1*0301,
DQB1*0302 con la EMPP y DR3 (DRw17), DQA1*0501, DgB1*0201
con la EMRR?*®. Estos resultados, aunque sin confirmar, sugieren una

heterogeneidad inmunogenética en la EM.

2 - Factores ambientales

Se ha postulado que la EM puede estar causada por un
microorganismo infeccioso, dado que algunos virus pueden producir
desmielinizacion en el SNC y a que se ha documentado como minimo
una epidemia geograficamente aislada de EM. Sibley y cols.
comunicaron que determinadas infecciones viricas de las vias
respiratorias superiores se siguen de brotes de EM*’. Nuestro grupo
evalud los niveles de anticuerpos contra el virus herpes 6 (HHV-6),
els virus Epstein-Barr (EBV) y la Chlamydia pneumoniae (CP) en el
suero de pacientes con EM y primeros brotes. Encontramos una

asociacion entre la IgM HHV-6 y los pacientes con primeros brotes y
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fases iniciales de EMRR, comparado con un grupo control y con
pacientes con EMSP. Ademas en este grupo de pacientes, también
estaba aumentada la IgG anti EBV. Sin embargo no se encontrd
ninguna asociacién entre EM y la CP*%.

Por tanto, la demostracion de la homologia de secuencias de
aminoacidos entre determinados virus, bacterias y mielina del SNC
sugiere que los antigenos péptidicos procedentes de microorganismos
infecciosos podrian desencadenar un ataque inmunomediado contra
la mielina del SNC. En un modelo de ese tipo, los antigenos de los
microorganismos infecciosos serian presentados a las células T fuera
del SNC por células presentadoras de antigenos como los
macrofagos, las células dentriticas o las células B en el contexto de
las moléculas de clase Il del MHC. A continuacion, las células T
activadas identificarian e iniciarian un ataque inmunomediado contra
los antigenos de mielina durante la vigilancia de rutina del SNC.
Como alternativa, los “superantigenos exégenos” liberados durante
las infecciones podrian activar de forma indiscriminada las células T
especificas para la mielina. Sin embargo, el origen exacto de la

activacion de las células T en la EM sigue siendo hipotético.
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111 - PATOGENIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

1 - GENERALIDADES

La patogenia de la EM se desconoce; aunque parece ser de
indole inmunoldgica. La hipdtesis patogénica mas aceptada es que la
EM es fruto de la conjuncién de una determinada predisposicion
genética y un factor ambiental, probablemente viral, que originarian
una alteracion en la respuesta inmune, de tipo autoinmune, que a su
vez, seria la causante de la inflamacion y desmielinizacién propias de
la enfermedad®®°.

Se ha postulado la hipdétesis que, en pacientes con EM, las
células T que “inspeccionan” habitualmente el SNC en busca de
antigenos extrafios pueden encontrar antigenos del SNC que
comparten epitopos con los antigenos viricos o0 bacterianos
identificados sistémicamente. En consecuencia, estas células T
reactivas inician una cascada de eventos, incluida la liberacion de
citoquinas proinflamatorias que intervienen en la formaciéon de placas
en la EM. Sea cual sea la causa, un hecho temprano es el paso de los
linfocitos T al SNC. La localizacion cercana de las placas de
desmielinizacion a los vasos sanguineos especialmente a las vénulas,
ha sido confirmado de forma repetida®. En el cerebro, el endotelio
difiere del de otros tejidos en que tiene uniones continuas herméticas
y moléculas transportadoras especializadas. El endotelio y los pies de
los astrocitos asociados forman una barrera que restringe el paso de
moléculas de gran tamafo al interior del cerebro. En consecuencia,
los niveles de Ig en el cerebro estan por debajo del 1% del nivel
plasmatico, esto también se cumple para la mayoria de los

componentes del complemento. El endotelio controla también el
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trafico de linfocitos al interior del SNC, que es bajo en comparacion
con otros tejidos. Sin embargo, los linfocitos activados si poseen
capacidad de penetracion. Para el paso de los linfocitos activados
desde la sangre al SNC se precisa la interaccion de las moléculas de
adhesion expresadas en la superficie del linfocito con las del endotelio
vascular. Las selectinas imprimen un movimiento rotatorio a los
linfocitos sobre la pared vascular, mientras que al actuar las
integrinas, aquéllos se fijan y atraviesan la pared. En el cerebro
normal existe una expresion baja de un receptor de integrinas, la
molécula de adhesién intercelular (ICAM-1)>?% en cambio en las
placas de EM la expresion de ICAM-1 es mayor. Las células T con
receptores especificos se unen al complejo MHC-antigeno, un evento
que aumenta la expresion de moléculas de adhesion de superficie que
facilitan la adhesion de células T a receptores en las células
endoteliales vasculares. Las células T adherentes liberan proteasas
que facilitan la transmigracién a través de la membrana subendotelial
vascular hacia el interior del SNC. Cuando un linfocito T especifico
entra en el SNC y el proceso inflamatorio ha comenzado, se produce
una amplificacion de la respuesta inflamatoria, y una mayor apertura
de la BHE. La pérdida de integridad de ésta permite no sélo el paso
de nuevos linfocitos T, sino también de los linfocitos B y factores
solubles, algunos de los cuales son toxicos para la mielina.

Las quimiocinas son factores solubles cuya principal funciéon es
la atraccion de leucocitos, controlando su migracion de la sangre a los
tejidos inflamados. También inducen la activacion y aumentan la
expresion de integrinas leucocitarias, facilitando su adhesion al
endotelio y posterior trasvase al tejido inflamado. En un estudio
reciente de nuestro grupo se analizé la expresion de receptores de

quimiocinas en las distintas formas clinicas de EM®**. Se analiz6 la
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expresion de membrana de un grupo de quimiocinas (RANTES e IP-
10) y receptores de quimiocinas (CCR1, CCR5, CXCR3 y CXCR4) en
sangre periférica de 68 pacientes con EM (25 EMPP, 23 EMSP y 20
EMRR) y 26 CS. Ademas se obtuvieron muestras de LCR de 30
pacientes con EM y 11 pacientes con otras enfermedades no
inflamatorias, como grupo control. Encontramos un aumento
significativo de la expresion en superficie de CCR5 en las células
CD4+, CD8+, CD19+ y CD14+, asi como un aumento en el
porcentaje de células CXCR3+ y CXCR4+ en la poblacion de
monocitos (CD14+). También se observé un aumento significativo en
la intensidad de fluorescencia media de CXC3, CCR1 y CCR5 en
células CD14+ en la EM comparado con el grupo control. Las
quimiocinas CXCL10 (IP-10) y CCL5 (RANTES) estaban aumentadas
en el LCR de pacientes con EM comparado con el de pacientes con
otras enfermedades no inflamatorias. Sin embargo, no observamos
un patron diferente de expresidon de quimiocinas y de sus receptores
en las distintas formas clinicas. Estos resultados apoyan la teoria que
las quimiocinas y sus receptores estan involucrados en la patogenia
de la EM.

En las placas de EM existe una acumulacién de linfocitos T,
particularmente en las asociadas con desmielinizacion activa. Existe
cierta controversia sobre la relativa preponderancia de los linfocitos
CD4 “helper’/“inducer” y de los CD8 citotdxicos/supresores en las
placas en los diferentes estadios de su formacién y maduraciéon®. Y
aunque se ha considerado generalmente que la EM es una
enfermedad autoinmune mediada por células T, el papel de las
células B y su secrecion de anticuerpos es muy importante. Las
células B penetran en el SNC a través de la BHE dafada en estadios

tempranos de un ataque de EM. La ruptura de la BHE también
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permite la circulacién de anticuerpos. Estudios histopatoldgicos de las
lesiones de EM han demostrado la presencia de anticuerpos dirigidos
contra la PMB, la proteina proteolipidica (PLP) y la glicoproteina
mielinica oligodendroglial (MOG)>°. Los anticuerpos pueden inducir
activacion del complemento, esto conduce a una atraccion de las
células microgliales, las cuales fagocitaran los oligodendrocitos. Hay
evidencias que sugieren la formacion de complejos de complemento
que atacan la membrana en el SNC consumiendo el C9 terminal en la
EM>’. Por tanto, los complejos inmunes que fijan al complemento
pueden estar fuertemente asociados con los  procesos

desmielinizantes.

1.1 - Desmielinizacion

La célula responsable de la elaboracién y el mantenimiento de
la mielina en el SNC es el oligodendrocito, y en el sistema nervioso
periférico su funcion la realiza la célula de Schwann. En la sustancia
blanca normal, la mielina es el componente principal y constituye
alrededor del 25% del peso seco cerebral. Cada capa de mielina es
elaborada alrededor de un segmento del axdn por arrastre en espiral
desde una unica prolongacion del oligodendrocito. Esto da lugar a un
internodo de mielina con cada terminacién delimitada por un nédulo
de Ranvier. El inicio y final de la mielinizacién se cree que obedece a

sefiales neuronales®®.
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La citotoxicidad mediada por células dependientes de
anticuerpos es una de las explicaciones mas probables del proceso de
desmielinizacion. Un linfocito T activado puede dafar directamente el
oligodendrocito o su mielina. Las células T también reclutan y
estimulan las células microgliales, las cuales expresan tanto
antigenos HLA clase | como Il, y tienen receptores de citoquinas
(incluyendo el IFN-gamma), complemento y Fc de las Igs. Los
linfocitos T activados liberan citoquinas y mediadores que sirven para
perpetuar el ataque inmunoldgico sobre la mielina.

La desmielinizaciéon puede ocurrir también como un efecto
secundario, por un dafio inducido por factores solubles. Por ejemplo,
el TNF-alfa es liberado por las células T activadas y se encuentra en
concentraciones elevadas en las placas de pacientes con EM*°, y la
inyeccion de TNF-alfa en nervio Optico de ratones causan
desmielinizaciéon®. La concentracion de TNF-alfa en el LCR de
pacientes con EM se ha correlacionado con la progresion de la
enfermedad y la severidad en al menos un estudio®. Otro grupo de
factores solubles liberados por los linfocitos T son las perforinas, que
mediante la produccion de poros permiten un aumento de calcio
intracelular y apoptosis de las células. Este agente derivado de las
células T puede dafar a oligodendrocitos en cultivo de una forma
reversible®?.

Los linfocitos T activados también producen TNF-beta,
nuevamente encontrado en concentraciones altas en las lesiones de
EM, que induce apoptosis (muerte celular programada) en cultivos de
oligodendrocitos. Este podria ser otro mecanismo potencial para el

dafio de la mielina®3.
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1.2 - Remielinizacion

En las lesiones agudas se produce remielinizacion; sin embargo,
solo se llegan a producir unas capas delgadas de mielina, dando lugar
a las llamadas “shadow plaques”. Este término se acufid para definir
un area, en general perivascular, formado por laminas de mielina que
se tifien de manera pdalida y estad situada en la sustancia blanca
intacta o rodeando el borde externo de una placa de desmielinizacion.
Lassman comunicO que estas “placas en sombra” estan compuestas
por axones con una mielina muy fina®*.

La remielinizacion no es homogénea y varia en funcion de
multiples factores. Se ha comprobado que algunas placas se
remielinizan en su totalidad, mientras que otras lo hacen de forma
muy reducida. Ademas, existe una gran variabilidad interindividual.
En fases iniciales de la enfermedad algunos individuos tienen los
oligodendrocitos preservados mayoritariamente mientras que otros
los han perdido de forma muy pronunciada. En los primeros se puede
llevar a cabo una remielinizacion rapida y completa y desde el punto
de vista histoldgico en ellos podremos ver un gran namero de “placas
en sombra”. Estas diferencias interindividuales podrian justificarse,
entre otros motivos, por factores genéticos. ElI grado de
remielinizaciéon también depende del momento de formacién de la
placa; si se forman en las fases iniciales de la enfermedad, la
remielinizacion serda mayor que si lo hace en estadios mas tardios de
EM crénica®. La célula precursora de oligodendrocitos es la célula
progenitora O2A; esta célula persiste en el SNC del adulto, y aunque
en un grado limitado, es responsable de la remielinizacién. La

remielinizacién puede ser incompleta porque ataques repetidos de
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desmielinizacion depleccionen las células O2A. También factores
micro-ambientales, posiblemente mediados por citoquinas, inhiben la
migracion de las células O2A a la lesion. Ciertamente, la hiperplasia
de astrocitos bloquea la migracion y la remielinizacion. También es
posible que oligodendrocitos nuevos y la mielina no puedan sobrevivir

en ausencia de unos factores de crecimiento apropiados.

1.3 - Dano axonal

En dafio axonal ha despertado en los ultimos afios el interés de los
cientificos, al descubrir que el dafio axonal parece estar en relacion
con la progresion de la discapacidad de los pacientes afectos por EM
mas que la propia actividad inflamatoria y desmielinizante per sé. Las
evidencias de que se puede producir lesidon axonal significativa desde
estadios tempranos en la EM han venido en dos sentidos diferentes®®
%9 Por una parte, el desarrollo de nuevas técnicas para estudiar este
dano axonal en estudios anatomo-patolégicos y por otro la aplicacion
de las modernas técnicas de RM, tanto de imagen como de
espectroscopia, en donde se estudian quimicamente los tejidos.

En cuanto a los estudios patoldgicos, en 1997 se descubrié una
acumulacion  importante de proteina precursora de amiloide (APP)
en lesiones agudas de pacientes con EM y en el borde de lesiones
créonicas activas, y poca o casi ninguna en las lesiones croénicas
inactivas®’ . Asi mismo, cuando se comparé la distribucién de estos
acumulos con la de los macréfagos se observé que era muy similar, lo
que sugeria gque se relacionaba estrechamente con la inflamacion. La

APP es una proteina que se expresa soOlo en caso de interrupcion del
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flujo axonal normal y, por tanto, constituiria una medida de la
funcionalidad de los axones dentro de la placa de EM. Posteriormente,
en 1998°, se describid, mediante la utilizacién de anticuerpos
antineurofilamentos no fosforilados, que el dafio axonal ocurre de
forma temprana en la evolucion de la lesidon y que se produce una
transeccion axonal completa, y se estimé que la densidad de dichos
axones era menor en la periferia de las lesiones crénicas que en las
activas, y aln menor en su centro.

En cuanto a los estudios mediante RM, fue en 1990 cuando se
relacionaron por primera vez las lesiones hipointensas en RM
potenciada en T1 (los denominados agujeros negros o “black holes”)
con la progresion de la enfermedad y el grado de discapacidad.
Posteriormente se ha visto que estos agujeros negros se
corresponden anatomo-patolégicamente con dafio axonal. Asi mismo,
se han relacionado otros parametros con la pérdida axonal, como el
grado de disminuciéon del didmetro medular espinal, la atrofia cerebral

o el tamafo del cuerpo calloso.

1.4- Efecto neuroprotector de la inflamacion

En el ano 2000 se demostré que células especificas frente a la PMB
pueden tener un efecto neuroprotector’®, al observar que los
linfocitos T y otras células del sistema inmunitario eran capaces de
producir factores neurotroficos. Recientemente se demostré la
expresion de BDNF (brain derived neurotrophic factor) por células del
sistema inmunitario. La importancia del BDNF en la regulacion de la
supervivencia y diferenciacion de poblaciones neuronales, incluyendo

neuronas sensoriales, cerebelosas y motoras espinales, ha sido
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firmemente establecida. También se ha demostrado que células T,
células B y monocitos activados secretan BDNF. Este BDNF es
bioactivo y mantiene la supervivencia neuronal in vitro. Por tanto,
este hallazgo cambiaria el concepto del papel exclusivamente nocivo
de la inflamacion. La identificacion de esta funcidon neuroprotectora
del sistema inmunitario puede tener importantes consecuencias a la
hora de disefiar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento
de la EM y otras enfermedades del SNC. Dado que parece probable
que los tratamientos inmunosupresores inespecificos que se han
utilizado para el tratamiento de la EM eliminan a las células

autoinmunes neuroprotectoras.

1.5 - Heterogeneidad de las lesiones de EM

Lucchinetti y cols. realizaron un estudio anatomo-patoldgico en
una muestra amplia de pacientes con EM activa y demostraron que
las lesiones de EM son heterogéneas’*. Estos autores clasificaron las
lesiones en 4 grupos en funcién de la disminucidon de proteinas de la
mielina, extension y topografia de la placa, patrén de destruccion del
oligodendrocito y presencia de Ig y complemento. A pesar de que los
linfocitos y macréfagos predominan en todos los casos, las lesiones
se pueden agrupar entre las que serian similares a las existentes en
la EAE (patréon | y 11) y las que muestran signos de distrofia de los
oligodendrocitos (patron 111 y 1V). Respecto a los mecanismos de
desmielinizacion, si bien parece claro que en el patron |l
predominaria la desmielinizacion mediada por anticuerpos, en el
patron | podria ser debida a productos téxicos producidos por los

macrofagos. El patron 11l seria completamente diferente de los
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anteriores, observandose una disfuncion del oligodendrocito, que
podria ser secundaria a una infeccion virica o téxica. El patron IV sélo
estaba presente en un grupo de pacientes con EMPP. El patron IV
comparte con el patron | y Il el crecimiento radial y alrededor de un
vaso, Yy la pérdida simultanea de todas las proteinas de la mielina. Sin
embargo, la gran pérdida de oligodendrocitos, la falta de
remielinizacion y la presencia de oligodendrocitos en apoptosis, indica
la existencia de una oligodendropatia acompafante al fendmeno
inflamatorio.

Estos hallazgos apoyarian la idea de que en la EM coexisten
diferentes mecanismos patogénicos bajo un mismo sindrome, hecho
que podria tener importantes connotaciones patogénicas Yy

terapéuticas.
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2 - PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LA PATOGENIA DE LA EM

2.1 - Generalidades

Las células inmunes se comunican via directa por contacto
célula-célula o por medio de moléculas solubles que incluyen la
creciente familia de las citoquinas. Las citoquinas son polipéptidos
que modulan las interacciones de célula a célula, y se unen a
receptores especificos’>. La mayoria de las citoquinas son
extremadamente pleiotropicas, es decir, son producidas por una
variedad de tipos de células y actuan sobre diferentes células.

En relacion a las citoquinas producidas por los linfocitos T
colaboradores y su relacion con la EM, intentamos simplificar las
complicadas redes de interaccion entre células y moléculas
dividiéndolas en dos clases: células Thl o proinflamatorias y células
Th2 o antiinflamatorias. Las primeras incluyen el factor de necrosis
tumoral alfa y beta (TNF-a y TNF-B), la interleuquina 1 beta (IL-1pB),
la interleuquina 2 (IL-2), el interferon gamma (IFN-y), la
interleuquina 12 (IL-12), la interleuquina 15 (IL-15) la interleuquina
18 (IL-18) y ciertas quimiocinas (citoquinas de pequefio peso
molecular con propiedades quimiotacticas)’>"’.

Las citoquinas anti-inflamatorias modulan el crecimiento y la
diferenciacion de los linfocitos B y contraregulan las células Thil,
inhibiendo a los macroéfagos y también la expresion del CMH. Incluyen
el interfer6n alfa y beta (IFNa y IFNB), el factor de crecimiento
transformador beta (TGF-B), la interleuquina 4 (IL-4), la interleuquina
5 (IL-5), la interleuquina 6 (IL-6), la interleuquina 10 (IL-10) y la
interleuquina 13 (IL-13)’8. Algunas citoquinas presentan actividad

pro- y anti-inflamatoria. Por ejemplo la IL-6, la cual provoca la
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estimulaciéon de las células B y la induccion de la respuesta de la fase
aguda’®, pero es asimismo probable que tenga una influencia mas
restringida en los procesos inflamatorios y desmielinizantes de la EM,
induciendo la produccion de inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas, enzimas producidas por macréfagos conocidos
como potenciales destructores de la capa de mielina®.

La mayoria de las citoquinas detectadas en las placas de EM se
sabe que son producidas por macrofagos (IL-1, IL-6, FCTB, TNFa) y
linfocitos (IL-2, IL-4, IFNy, TNFa, TNFB, IL-6). De todos modos se han
localizado IL-4, IFN-y, y TNF-a en astrocitos, como resultado de una
captacion desde el espacio extracelular, o porque posiblemente las
células tengan capacidad de sintesis. Las citoquinas que se asociaron
mas evidentemente con actividad desmielinizante fueron las IL-6, IL-
4, IFN-y, y TNF-a.’8.

Los efectos de las citoquinas también son dependientes del
microambiente y no se ha descartado que citocinas antiinflamatorias
puedan activar fenédmenos inflamatorios en un contexto determinado.
Para afadir complejidad, algunas citoquinas pueden actuar a
distancia, de forma similar a algunas hormonas, mientras otras se
comportan de la misma forma que los neuropéptidos transmisores.

Las citoquinas, a su vez activan moléculas de adhesién, que
juegan un papel directo en la adhesion célula-célula. La adhesion es
necesaria para permitir el paso de células al SNC?.

Nuestro grupo analizé la produccion de citoquinas pro- y anti-
inflamatorias en las distintas formas clinicas de EM®? y encontramos
un porcentaje similar de células productoras de citoquinas entre los
pacientes con EM en comparacion a CS y no hallamos diferencias

significativas entre las distintas formas clinicas de EM.
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2.2 - OSTEOPONTINA

2.2.1 - Generalidades

La osteopontina (OPN) es una glicoproteina fosforilada con una
estructura homaologa a las proteinas de la matriz extracelular, y que
puede unirse a un gran numero de receptores, incluyendo integrinas,
y CD44. La OPN se encuentra distribuida en diversos tejidos. Es
abundante en la matriz 6sea, y esta presente en multitud de 6rganos
como el rifdn y el cerebro, asi como en el tracto gastrointestinal, en
el sistema vascular, en musculo liso, pancreas, pulmén, glandulas
salivares y placenta. La OPN también se encuentra como citocina en
fluidos corporales (sangre, orina, leche, liquido seminal...)®3%%.

La OPN esta sintetizada por diferentes células no inmunes,
como las células 6seas (osteoblastos, osteoclastos), células epiteliales
y células endoteliales.

A nivel del sistema inmune, existen diversas células inmunes
que sintetizan la OPN como los macrofagos activados, las células T
activadas y las células NK activadas. Ademas existe una gran
variedad de mediadores inflamatorios y factores de crecimiento que
estimulan la transcripcion de OPN (a través de la activacion de la
proteina quinasa C) como el TNF-a, IL-1p, IL-2, lipopolisacarido
(LPS), 1-25-dihidroxi-colecalciferol, angiotensina Il, concanavalina A
(Con A) y adyuvante completo de Freund (CFA) entre otros.

La osteopontina coestimula la proliferacion de células T y se clasifica
como una citocina Thl por su capacidad para aumentar la producciéon
de IFN-y e IL-12.
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2.2.2 - FUNCIONES DE LA OSTEOPONTINA

A) Funciones no inmunes de la Osteopontina

La OPN es una proteina con diversas funciones®®. La OPN se
encuentra en el tejido 6seo, en condiciones normales y participa en la
biomineralizaciéon, regulando el depdsito de calcio y la actividad de los
osteoclastos®. También se asocia a la reparacion de tejidos, fibrosis y
calcificaciones distréficas tras lesiones inmunolégicas®’.

En el rifién, la OPN se expresa, en condiciones fisiolégicas, en
nefronas y epitelio tubulointersticial. Se asocia a diferentes
patologias, como glomerulonefritis, formacion de calculos, etc.
También tiene un papel en la regeneracion del tejido renal, por
ejemplo tras la isquemia®®.

Otras funciones de la OPN son: participar en el crecimiento
tumoral, en el desarrollo de cancer y metastasis®® . Participa en la
patogenia de la arteriosclerosis, estimulando la migracion de células
endoteliales.

La OPN interviene en la resolucion de diversas infecciones. La
OPN participa en el reclutamiento de macréfagos y linfocitos como
respuesta a infecciones virales, por ejemplo VHS, y bacterianas,
como la listeria monocytogenes.

La OPN también participa en la formacion de granulomas
celulares®®. La respuesta granulomatosa caracteristica de la
sarcoidosis y de la tuberculosis se asocia a una elevada expresion de
OPN.
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B) Funciones inmunes de la Osteopontina

Las funciones inmunes de la OPN son diversas. La OPN es una

citoquina proinflamatoria que participa en la activacion temprana de

linfocitos T. Por tanto, actGa en la iniciacion de la respuesta inmune®*

94

1)

2)

3)

4)

5)

Tiene una funcidon quimiotactica, de reclutamiento celular de
linfocitos T y macréfagos® ¢,

Produce un aumento en la expresion de citoquinas Thl y una
supresion de la produccion de citoquinas Th2. La OPN induce
directamente la produccién de IL-12 por macroéfagos e inhibe la
expresion de IL-10 en macréfagos estimulados con LPS. También
aumenta la produccion de IFN-y y aumenta la expresiéon de CD40L
en linfocitos T, que a su vez aumenta la produccion de IL-12
dependiente de células T por monocitos®’.

Induce la proliferaciobn de células B y la producciéon de
anticuerpos®®.

Produce un aumento de la supervivencia de las células
inflamatorias®.

En algunos trabajos, se ha descrito que la OPN podria tener una
actividad antiinflamatoria, dado que inhibe la producciéon in vitro

de 6xido nitrico por macréfagos®*%.

46



Introduccion

2.2.3 - RELACION DE LA OSTEOPONTINA CON LA PATOGENIA
DE LA EM

La hipdtesis que la OPN podria jugar un papel importante en la
patogenia de la enfermedad surgiéo a partir de una publicacion
reciente donde se investigo la funcion de la OPN en la EM y en el
modelo animal de EM, la encefalitis autoinmune experimental
(EAE)!®’. En experimentos previos este grupo investigador analizé la
expresion de genes que estaban aumentados en el SNC durante la
fase activa de la EAE, y que volvian a su estado normal cuando se
administraba a las ratas un inhibidor de las metaloproteasas de la
matriz extracelular. Este estudio se realizO mediante la técnica de los
“microarrays” y los genes estudiados fueron seleccionados por dicho
grupo investigador. Estos estudios mostraron que la expresion de
OPN estaba elevada en los cerebros de ratas con EAE pero no en los
cerebros de ratas tratadas con el inhibidor de las metaloproteasas.
En experimentos paralelos, se crearon dos librerias de ADN
complementario a partir de muestras de cerebro de pacientes con
EM. La libreria MS1 se cre6 a partir de un paciente con EMCD que
presentaba lesiones inflamatorias activas. La libreria MS2 se formé a
partir de un pool de tejido cerebral procedente de dos pacientes con
EM, uno con lesiones activas y otro con lesiones crénicas. Cuando
estas dos librerias se compararon con una libreria control procedente
de tejido cerebral de un paciente que fallecié por fallo cardiaco (y que
no presentaba alteraciones neuropatologicas) se observd expresion
de OPN en las librerias procedentes de los pacientes con EM pero no
en la libreria control.

Se secuenciaron mas de 11.000 clones de las librerias MS1 y MS2 y

de la libreria control, y el analisis se centré en los genes que estaban
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presentes en las librerias MS1 y MS2, pero no en la libreria control.
Se seleccionaron 423 genes que incluian 26 genes que no se habian
caracterizado previamente. De estos genes, 54 mostraron una
expresion elevada (cambio medio igual o superior a 2.5 en las dos
librerias). La OPN se encontraba entre los 6 transcritos mas
abundantes presentes de forma exclusiva en las librerias de
pacientes con EM, junto con la alfa B-cristalina, la prostaglandina D-
sintasa, la proteina transportadora prostatica, y la proteina ribosomal
L117. EI siguiente paso fue estudiar la expresion de OPN mediante
inmunohistoquimica en muestras de cerebro de pacientes con EM y
de controles. Dentro de las placas activas de EM, la OPN se encontré
expresada en las células endoteliales y en los macrofagos. Los
astrocitos reactivos y la microglia también expresaron OPN. A
continuacion se estudid la funcion de la OPN en la enfermedad
desmielinizante inflamatoria usando dos modelos de EAE. Primero se
us6 el modelo remitente-recurrente de EAE en ratones SJL
inmunizados con el péptido 139-151 de la proteina proteolipidica (PLP
139-151). Se recogieron muestras de tejido cerebral y de médula
espinal durante la fase aguda de la enfermedad, durante la remision,
y en la primera recidiva. Se encontré6 expresion de OPN en la
microglia durante la recidiva y la remision de la enfermedad, y se
localiz6 cerca de las lesiones inflamatorias perivasculares. Las
neuronas también mostraron expresion de OPN en la fase aguda de la
enfermedad y en la recidiva, pero no durante la remision. También se
estudid la expresion de OPN en un modelo agudo y monofasico de
EAE con ratas Lewis. Al igual que ocurria en el modelo remitente-
recurrente de EAE, la expresion de OPN se observé en microglia y

neuronas cerca de las lesiones agudas.
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Estos resultados involucran la OPN en las formas agudas y
recidivantes de EAE, y sugieren que el grado de expresion de
osteopontina en las lesiones correlaciona con la severidad de la
enfermedad.

La funcion de la OPN en la enfermedad desmielinizante se
estudié también en ratones knock-out para la osteopontina (OPN™).
La EAE se indujo con el péptido 35-55 de la glicoproteina de la
mielina de los oligodendrocitos (MOG 35-55) en ratones knock-out
para la OPN (OPN™) y en ratones control (OPN**). Aunque la EAE se
observé en el 100% de los ratones de ambos grupos, en el grupo
OPN”" los ratones presentaron una menor severidad de la
enfermedad, y ademas no se observo ninguna muerte relacionada
con la EAE en dicho grupo. Asi pues, parece ser que la OPN ejerce
una importante influencia en el curso de la EAE inducida por MOG 35-
55. Cuando en estos ratones se estudi6o la tasa de recidivas y
remisiones, los ratones OPN”" mostraron una evolucién diferente
presentando un mayor porcentaje de ratones en fase de remision
comparado con los controles. Cuando los ratones de ambos grupos se
sacrificaron para realizar estudio histopatolégico, se observo que el
grado de inflamacién del SNC fue similar en los dos grupos.

El siguiente paso fue estudiar la respuesta proliferativa de las células
T de ratones OPN”"y OPN™* frente a la MOG 35-55. Las células T de
ratones OPN”" mostraron una respuesta proliferativa frente al
antigeno disminuida comparado con las células T de ratones OPN*/™".
Cuando se estudid la expresion de citoquinas se observé que la
produccion de IL-10 estaba aumentada y la de IFN-y e IL-12
disminuida en los ratones OPN”" comparado con el grupo control

OPN™™.
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Puesto que el IFN-y y la IL-12 son importantes citoquinas
proinflamatorias en la EM, el hallazgo de una produccién disminuida
de estas citoquinas en los ratones OPN™" apoya la hipé6tesis de que la
OPN juega un papel importante en la modulacion de la respuesta
inmune Thl en la EM y en la EAE. Ademas, la IL-10 se ha asociado
con remision en la EAE, y en este contexto el aumento de la
produccién de IL-10 en los ratones OPN”" explicaria la tendencia de
estos ratones a entrar en remision.

Por tanto, parece evidente que la OPN, una citoquina
proinflamatoria conocida desde hace afos, parece jugar un papel
importante en la enfermedad desmielinizante, tanto en el curso
clinico de la EAE, como su influencia en enfermedades autoinmunes

mediadas por células Thl como es la EM.
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HIPOTESIS

Dado que la OPN es una citoquina proinflamatoria que participa en la
inmunidad celular Thl, hipotetizamos que la OPN puede estar
relacionada con la actividad de la enfermedad en la EM, tanto en la

aparicion de los brotes como en la progresion de la discapacidad.

OBJETIVOS

Determinar la produccion de OPN en la EM.

1. Estudiar diferencias en los niveles plasmaticos de OPN en las
diferentes formas clinicas de EM (EMRR/EMSP/EMPP).

2. Determinar los niveles plasméaticos de OPN durante el brote.

3. Estudiar la relacion entre los niveles de OPN y actividad de la
enfermedad (brotes, EDA).

1. Estudiar si los niveles de OPN predicen la evolucién clinica y

radiolégica de los pacientes con EMPP/EMT.
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PACIENTES

I - Pacientes con EM y controles sanos

Se ha estudiado un total de 221 pacientes con esclerosis
multiple clinicamente definida (EMCD) y 36 controles sanos (CS).
Todos los pacientes eran seguidos en la Unitat de Neuroimmunologia
Clinica (UNIC) del Hospital Vall d’Hebron, de forma periédica, donde
las visitas habituales se realizan cada 3 meses, y ademas se realizan
visitas urgentes en caso de brotes.

Todos los pacientes tenian un periodo libre de tratamiento
(incluido los corticoides) de 3 meses previos al estudio.

Este estudio ha sido aprobado por el comité ético del Hospital
Universitario Vall d’Hebron y todos los pacientes implicados han

firmado un consentimiento informado.

11 - La UNIC

La UNIC, en el Servicio de Neurologia del Hospital Universitario
Vall d'Hebron, realiza una amplia actividad de investigacion, docente y
asistencial. En las consultas externas y hospital de dia de la UNIC se
realizan mas de 5800 visitas anuales con un total de 2000 pacientes
con EM en control periédico.
La investigacion que se lleva a cabo en la UNIC depende de su propio
laboratorio asi como de colaboraciones con otros laboratorios
nacionales e internacionales y de su propia actividad clinica, ya que
dispone de un gran numero de pacientes estudiados de forma
exhaustiva y prospectiva desde el punto de vista clinico, todo ello

recogido en diferentes bases de datos y en la propia historia.
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METODO

I - PROTOCOLO CLINICO

1 - Protocolo de recogida de datos

La informacién se obtuvo de un protocolo de recogida de datos que

incluia los siguientes parametros:

1)

2)

Caracteristicas sociodemograficas:
e Fecha de nacimiento

e Sexo: Varon o mujer

Formas clinicas de EM.
La decision de la forma clinica de cada paciente, se decide en las
sesiones clinicas diarias realizadas en la UNIC, consensuando la

opinidon de todos los neurdlogos expertos en EM.

Esclerosis multiple remitente-recurrente (EMRR), definida por la
presencia de brotes de la enfermedad con recuperacion completa o
con secuelas, sin existir progresion de la enfermedad entre brotes.
Esclerosis  multiple  secundariamente  progresiva  (EMSP),
caracterizada por tener un curso inicial RR seguido de progresion
de la enfermedad con o sin brotes superimpuestos.

Esclerosis multiple primariamente progresiva (EMPP), definida por
la progresion de la enfermedad desde el inicio, con estabilizaciones
ocasionales pero sin brotes. Existe un subgrupo de pacientes,
llamado transicional progresiva (EMTP) en los cuales, aunque el
curso es progresivo desde el inicio, se ha registrado un unico brote

a lo largo de la evolucion.
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3)

4)

Pacientes con EMRR en tratamiento con IFN beta (IFN beta 1b sc,

IFN beta 1la IM 6 IFN beta la sc). La muestra de sangre fue

extraida en el mes 9 de tratamiento.

Se definié brote como la presencia de un sintoma neurolégico
nuevo o un aumento de los sintomas neuroldégicos previos que

dura mas de 24 horas en ausencia de fiebre o infeccion.

La escala de discapacidad que utilizamos en el estudio fue la
escala de Estado de Discapacidad Ampliada (EDA) y la puntuacion
de Sintomas Funcionales (SF) desarrollados por Kurtzke®. La
descripcion de los sistemas funcionales y de la escala de EDA ya se
ha explicado en la introduccion. La puntuacion de dicha escala
queda determinada mediante examen clinico, excepto para la
determinacién de la funcion de la vejiga urinaria y del intestino,
que se realiza basandose en elementos subjetivos de la historia.
La EDA es una escala ordinal con incrementos de 0,5 puntos que
oscila entre 0 (examen normal) y 10 (muerte por EM).

Se recogi6 la EDA 2 afos antes, EDA 1 afio antes, EDA en el
momento de extraer la muestra sanguinea, EDA en la visita

siguiente y EDA 1 afio tras la extraccion de la muestra.

Se recogi6 el numero de brotes en los 2 afios previos, en el afo
previo y un afo tras la extraccion de la muestra. Se calcul6 la tasa
de brotes en los 2 ultimos afios (numero de brotes en los 2 afios
previos/2), en el ultimo afo, asi como en el afo posterior a la

recogida de la muestra.
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5) Caracteristicas del inicio de la enfermedad. Se registré la edad de

6)

7)

8)

inicio de la enfermedad y el tiempo de evoluciéon de la EM.

Caracteristicas de la progresiéon. Se recogi6 la edad al inicio de la

progresion y se calculd la tasa de progresion global (EDA en el
momento de extraccion de la muestra / afios de progresion), asi
como el incremento en la EDA en los 2 afos previos y en el afo

previo.

En el subgrupo de pacientes con EMPP/EMTP se realiz6 una RM
craneal. Este subgrupo de pacientes fue incluido en un ensayo
clinico fase Il que estudiaba la seguridad del interferon beta
versus placebo. A todos ellos se les practicO un estudio de
neuroimagen evaluada por un neuroradidlogo ciego para los

resultados clinicos.

Se recogié el tratamiento previo realizado: no tratamiento /

Interferén beta / Mitoxantrona / Corticoides / Otros
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Con la recogida de estas variables, se ha podido estudiar el papel de

la OPN en diferentes aspectos de la EM:

1.- Niveles plasmaticos de OPN y curso clinico de la EM.

Para investigar si la produccion de OPN es diferente en las distintas
formas clinicas de EM, se determinaron los niveles plasmaticos de
OPN en distintas formas clinicas (h= 71 EMPP/EMPT; n= 35 EMSP;
n=46 EMRR).

2.- Niveles plasmaticos de OPN y brotes en la EMRR.

Para estudiar si la produccion de OPN en pacientes con EMRR se
modifica durante el brote, se determinaron los niveles de OPN en
plasma en pacientes durante la remision clinica (n=46) y durante el

brote (n=26).

3.- Niveles de OPN en plasma y progresion de la discapacidad.

Para investigar el papel de la OPN en la actividad de la enfermedad
cronica, se estudiaron pacientes con EMSP y se clasificaron en funcién
del empeoramiento de la discapacidad en el afio previo.

La discapacidad fue medida en el momento de extraccion sanguinea,
un afio antes y al menos 3 meses después de la extraccion, mediante
la escala de discapacidad de EDA.

El empeoramiento de la discapacidad fue definida como un
incremento en la escala de EDA de al menos 1 punto (si EDA inicial <
5,0) o de 0,5 puntos (si EDA inicial > 5.0) y confirmado a los 3
meses. Se excluyeron los pacientes con EMRR durante el brote, dado
que el cambio en la escala de EDA se relacionaba con la exacerbacion

clinica pero no con la discapacidad cronica.
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4.- Modificacion de la produccion de OPN durante el tratamiento con
Interferén (IFN) beta.

El IFN beta reduce la razdén de brotes y la actividad de la enfermedad
por RM en pacientes con EMRR.

Para investigar el efecto del IFN beta en los niveles de OPN en plasma
se estudid6 un grupo adicional de 43 pacientes con EMRR en
tratamiento con IFN beta (30 avonex, 5 betaferon y 8 rebif). Para
minimizar la variabilidad en los efectos del INF beta y homogeneizar
los grupos se escogieron pacientes en el mes 9 de tratamiento con
IFN beta.

5.- Relacion entre la actividad de la enfermedad medida mediante la
RM craneal, y los niveles plasmaticos de OPN.

Para ellos se estudié un subgrupo de pacientes con EMPP/EMTP que
participaron en un ensayo clinico, y en los que se realizé un estudio

seriado de neuroimagen.
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1l - PROTOCOLO INMUNOLOGICO

1 - Recogida de muestras

La sangre periférica fue recogida mediante venopuncion
estandar, de 40 ml de sangre periférica, en tubos con EDTA. El
plasma fue aislado mediante centrifugacion y almacenado en el
congelador a —80°C hasta su uso.

Nuestra intencion era utilizar dichas muestras para el estudio
actual. Para ello se obtuvo el consentimiento informado, por escrito,
para la utilizacion de las muestras especificamente para este
proyecto, a la vez que solicitamos la autorizaciéon para conservar el
volumen sobrante para futuros estudios. Los investigadores se
comprometieron a no utilizar ni conservar las muestras de ninguna

persona que exprese su negativa a que ello se lleve a cabo.

2 - ELISA

Los niveles plasmaticos de OPN en los diferentes grupos de
estudio, fueron cuantificados mediante enzime-linked immunosorbent
assay (ELISA) utilizando un kit comercial (Osteopontin TiterZyme®
Enzyme Immunometric Assay, Asay Designs Inc., Ann Arbor, U.S.A.).

En resumen, la OPN recombinante humana y las muestras de
plasma, de los pacientes y controles sanos, diluidas a 1:10 se
anadieron en placas de 96 pocillos sembradas previamente con un
anticuerpo policlonal reactivo contra la OPN, y se incubaron durante 1
hora a 37°C. Se realiz6 un lavado de la placa para eliminar el exceso

de anticuerpos, la placa se incub6é durante 30 minutos a 4°C con un
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anticuerpo monoclonal contra la OPN conjugado con el enzima
peroxidasa. Tras 9 lavados se afiadié un buffer con cromdgenoo y se
incubé la placa a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Finalmente se afadié acido sulfarico 1N para terminar la reaccion y
se obtuvieron las absorvancias en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 450 nm.

El rango de concentracion de OPN en la curva estandar fue de 160
ng/ml a 5 ng/ml. La técnica tiene un limite inferior de deteccién de
2.2 ng/ml. La concentracion de OPN en nuestras muestras se calcul6
a partir de una curva logistica de 4 pardmetros obtenida con las
muestras estandar.

La variabilidad intra-ensayo de la ELISA era de 6.1% Yy la variabilidad
inter-ensayo era de 13.4%. Las muestras de plasma eran etiquetadas
con un codigo y el experimento se realizé con un método ciego a los

resultados clinicos del paciente.

11l - PROTOCOLO DE RM

Se realiz6 un estudio de neuroimagen mediante la préactica de
una RM craneal a todos los pacientes con una forma EMPP/EMTP. Las
exploraciones fueron evaluadas por un neuroradidlogo ciego para los
resultados clinicos.

Se realiz6 una RM craneal en equipos superconductivos de 1.5
0 1.0 teslas. Para el estudio craneal se realizaron secuencias
potenciadas en T2 en plano transversal con un grosor de corte de 5
mm y una distancia entre cortes de 1.5 mm; secuencias potenciadas
en Tl y estudio de lesiones activas (lesiones nuevas o lesiones

aumentadas de tamafo respecto controles previos).
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IV - ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el SPSS 11.0 package
(SPSS Inc, Chicago, IL) de MS-Windows. Se realiz6é un andlisis de la
varianza (ANOVA) para comparar los niveles plasmaticos de OPN
entre las diferentes formas clinicas de EM.

Se realizd una correccion de Bonferroni para corregir el nivel
alfa (inicialmente fijado al valor de 0.05) para multiples
comparaciones. La asociacion lineal entre los niveles de OPN en
plasma y las variables clinicas fueron evaluadas mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson o rango de Spearman, en
funcién de la aplicabilidad de las condiciones.

Los datos descriptivos son presentados mediante valores de

media y su desviacion estandar (DE).
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I - CARACTERISTICAS BASALES

Formas clinicas de EM

Se ha estudiado un total de 221 pacientes con EM asi como 36

controles sanos (CS).
La clasificacion segun la forma clinica de EM es la siguiente:
e EMRR = 115 (52%)

- EMRR en remision = 46 (20,8%)

- EMRR durante el brote = 26 (11,7%)

- EMRR en tratamiento con IFN beta = 43 (19,5%)
e EMSP = 35 (15,9%)
e EMPP/EMT = 71 (32,1%)

Sexo

Existe una predileccion por el sexo femenino en todas las
formas de EM, excepto en los pacientes con EMPP/EMT que muestran
una misma frecuencia entre géneros.

Porcentaje de mujeres: 63% en EMRR en remision, 69,2% en EMRR
durante el brote, 67,4% en EMRR en tratamiento con IFN-beta, 80%
en pacientes con EMSP y 50,7% en pacientes con EMPP/EMTP.

(Tabla 5)
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Edad en el momento del estudio

La edad en el momento de la extraccion de la muestra de
plasma para la determinacion de los niveles de OPN era superior en
las formas EMPP/EMTP y EMSP que en las formas EMRR.

La edad media en el momento del estudio fue de 49,2 afos (DE
8,2) para las formas EMPP/EMTP; 47,5 anos (DE 9,5) para la EMSP;
35,6 afos (DE 8,8) para las formas EMRR en remision; 34,7 afos (DE
9,1) para los pacientes con EMRR en tratamiento con IFN-beta y 30,7
anos (DE 9,9) para los pacientes en brote.

(Tabla 5)
Existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001)

entre las formas progresivas (EMPP/EMTP y EMSP) y la forma EMRR.

Edad al inicio de la enfermedad

Los pacientes con EMPP/EMT tienen una edad al inicio de la
enfermedad mayor (37,9 + 9,3) que los pacientes con EMRR (28,8 +
8,8) y EMSP (27,6 + 7,7).

(Tabla 5)

Existen diferencias estadisticamente significativas en la edad de

inicio de la enfermedad entre la forma clinica EMPP/EMTP y las

formas EMRR y EMSP (p<0,0001).
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Edad al inicio de la progresion de la enfermedad

La edad al inicio de la progresion de la discapacidad es ligeramente
superior en los pacientes con EMSP (41,6 + 9) que en las formas
EMPP/EMT (38,9 + 9,2) con unas diferencias que no llegaron a
alcanzar la significacion estadistica (p=0,16).

(Tabla 5)

Tiempo de evolucion de la enfermedad

El tiempo de evolucion desde el inicio de los sintomas de la
enfermedad es superior en los pacientes con EMSP (23,8 + 10,2) que
en los pacientes con EMPP/EMT (15 + 6,6) y EMRR (11,8 + 6).

(Tabla 5)

Existen diferencias estadisticamente significativas en el tiempo
de evolucién de la enfermedad entre la forma clinica EMSP y las
formas EMPP/TP y EMRR (p<0,0001).

Tiempo de progresion de la discapacidad

Los pacientes con EMPP/EMT llevan mas tiempo de progresion
de la discapacidad (10,3 + 6,1) que los pacientes con EMSP (5,9 +
6,3), con unas diferencias estadisticamente significativas entre los
dos grupos (p=0,001).
(Tabla 5)
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TABLA 5. Caracteristicas socio-demograficas.

EMRR EMSP EMPP/EMTP

remision en brote IFN-beta

N 46 26 43 35 71
(%) (20,8%)  (11,7%) (19,5%) (15,9%) (32,1%)
Mujer/Hombre 29/17 18/8 29/14 28/7 36/35

(% mujer) (63%) (69,2%) (67,4%) (80%) (50,7%)

Edad actual 35,6 (8,8) 30,7 (9,9) 34,7 (9,1) 47,5(9,5) 49,2 (8,2)
(anos)

Edad inicio EM 28,8 (8,8) 24,4 (6,9) 26,2 (8,5) 27,6 (7,7) 37,9 (9,3)
(afos)

Edad inicio -- -- -- 41,6 (9,0) 38,9 (9,2)
de la progresion
(anos)

Duracion
de la EM 11,8 (6,0) 10,9 (7,3) 12,2 (6,2) 23,8 (10,2) 15,0 (6,6)
(anos)

Duracién de la - - - 5,9 (6,3) 10,3 (6,1)
progresion (afios)

EMRR : esclerosis multiple remitente recurrente

EMSP: esclerosis multiple secundariamente progresiva

EMPP/EMTP: esclerosis multiple primariamente progresiva/ transicional progresiva
La edad se expresa en media (Desviacién Estandar)

La edad actual hace referencia a la edad en el momento de extraccion de la

muestra para el estudio.
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EDA en el momento de la extraccion

La discapacidad medida por la EDA en el momento de la
extraccion de la OPN fue superior en los pacientes con EMSP (media
5.8 + 1,2; mediana 6.0 y rango 4-9), seguido de los pacientes con
EMPP/EMT (media 5.2 + 1,3 ; mediana 6.0 y rango 2-8), EMRR
durante el brote (media 3.2 + 1,1; mediana 3.0 y rango 2-6.5); EMRR
en remision (media 2.,5 + 1,3; mediana 2.5 y rango 1-5.5) y EMRR
en tratamiento con IFN-beta (media 2 + 1,1; mediana 2.0 y rango O-
5.5). (Tabla 6)

EDA en el ano previo

La EDA medida en el afio previo a la extracciéon de la OPN fue
de 5.5 (rango 3-8.5) para la forma EMSP; 5.0 (rango 2-7) para la
EMPP/EMTP; 2.0 (rango 0-5.5) para la EMRR en remision; 2.0 (rango
0-3.5) para los pacientes con EMRR en tratamiento con IFN-beta y
1.5 (rango 0-6) para los pacientes en brote.

(Tabla 6).

Incremento de EDA en el aino previo

El incremento de EDA en el ano previo al estudio fue de 0,48
(DE 0,4) para las formas EMSP y de 0,28 (DE 0,8) para las formas
EMPP/EMTP.
(Tabla 6).
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Tasa de progresion

La tasa de progresion es la EDA en el momento de extraccion
de la muestra de OPN dividido por los afios de progresion. La tasa de
progresion es superior en las formas EMSP (2,45) que en las formas
EMPP/EMTP (0,72).

(Tabla 6)

NUumero de brotes en el aio previo

El nimero de brotes en el afio previo al estudio fue mayor en el
grupo de pacientes con EMRR en remision (1,4 + 0,7), seguido de
EMRR en brote (1,3 + 0,9), EMRR durante el tratamiento con IFN (1,2
+0,7) y EMSP (0,6 + 0,6).

(Tabla 6).
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TABLA 6. Actividad de la enfermedad.

EMRR EMSP  EMPP/EMTP

En remision en brote IFN-beta

EDA actual 2.5 (1-5.5) 3.0 (2-6.5) 2.0 (0-5.5) 6.0 (4-9) 6.0 (2-8)

EDA 1 afio 2.0 (0-5.5) 1.5(0-6) 2.0 (0-3.5) 5.5 (3-8.5) 5.0 (2-7

previo

Incremento -- - -- 0,48 (0,4) 0,28 (0,8)

EDA en el afio previo (media)

Tasa de progresion -- - - 2,45 (2,3) 0,72 (0,6)

N brotes en 1,4 (-3) 1,3(0-4) 1,2(0-3) 0,6 (0-2) 0,1((0-»

el afo previo

EMRR : esclerosis multiple remitente recurrente

EMSP: esclerosis multiple secundariamente progresiva

EMPP/EMTP: esclerosis multiple primariamente progresiva/ transicional progresiva
EDA = escala de Estado de Discapacidad Ampliada. La EDA se expresa en mediana
(rango).

Progresion en el afio previo: se tiene en cuenta el incremento de 1 punto en la
escala de EDA (si EDA inferior o igual a 5.0) o incremento de 0.5 puntos en la
escala de EDA (si EDA superior a 5.0).

Tasa de progresion: EDA en el momento de extraccion de la OPN/afos de

progresion.
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Niveles plasmaticos de OPN

Se registraron distintos niveles plasmaticos de OPN (ng/ml) en

funcioéon de la forma clinica de EM:

EMRR en remision: 618,9 + 247

EMRR durante el brote: 808,7 + 276,1

EMRR en tratamiento con IFN-beta: 684,1 + 160,5
EMSP: 863,9 + 254,9

EMPP/EMT: 633,5 + 193,3

Controles sanos: 660,6 + 232,5

Existen diferencias entre los niveles plasmaticos de OPN en las

distintas formas clinicas de EM. Existe una produccion mayor de OPN

en las formas EMSP, seguidas de la EMRR durante el brote.

(Figura 1)
Niveles plasmaticos OPN

(ng/ml)
CS 660,6 (DE 232,5)
EMRR en remision 618,9 (DE 247)
EMSP 863,9 (DE 254,9)
EMPP/EMTP 633,5 (DE 193,3)
EMRR en brote 808,7 (DE 276,1)
EMRR con IFN-beta 684,1 (DE 160,5)
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Figura 1. Niveles plasmaéaticos de OPN (ng/ml) en las

Niveles plasmaticos de OPN (ng/ml)

distintas formas clinicas de EM.
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1l - RESULTADOS INMUNOLOGICOS

Con todos estos resultados podemos clasificar los resultados del

estudio en los siguientes apartados:

1 - Los niveles de OPN en plasma estan aumentados en

pacientes con EMSP

Nosotros investigamos los niveles de OPN en plasma de
pacientes con distintas formas clinicas de EM y CS, y pudimos
observar que los pacientes con EMSP tenian unos niveles mas altos
de OPN en plasma.

Los niveles de OPN es plasma fueron de 660,6 ng/ml (DE
232,5) en CS; 618,9 ng/ml (DE 247,0) en pacientes con EMRR
durante la remision clinica; 863,9 ng/ml (DE 254,9) en pacientes con
EMSP y 633,5 ng/ml (DE 193,3) en pacientes con EMPP/EMTP.

Los niveles plasmaticos de OPN eran mas elevados, de una
forma estadisticamente significativa, en pacientes con EMSP en
comparacion a CS (p=0,001), EMRR en remision (p=0,0001) y
EMPP/EMTP (p=0,0001).
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2 - Aumento en la expresion de OPN en pacientes con

EMSP que cursa a brotes

Analizamos aquellos pacientes con EMSP que presentaban
brotes intercalados con la progresion de Ila discapacidad.
Encontramos que 19 pacientes tenian brotes y 16 pacientes con EMSP
progresaban sin brotes.

Los niveles plasméaticos de OPN fueron méas elevados en el
grupo con EMSP que presentaba brotes (892,9 ng/ml + 283,9) que
aquellos pacientes sin brotes (829,5 ng/ml + 219,5) aunque la

diferencia no era estadisticamente significativa (p=0,4).

3 - Los niveles de OPN en plasma estan aumentados en

pacientes con EMRR y EMSP sin progresion clinica.

Para poder investigar el papel de la OPN en la actividad de la
enfermedad croénica, los pacientes con EM fueron clasificados en
funcién de la progresion de la discapacidad. Se considerd progresion
de la discapacidad en el afo previo a la extraccion de la OPN, si
existia un aumento de 1 punto en la escala de EDA en aquellos
enfermos con una EDA inferior o igual a 5.0; o bien un incremento de
0,5 puntos en la escala de EDA si los pacientes tenian una EDA
superior a 5.0. Ademas, este incremento en la discapacidad se tenia
que evaluar en el momento de extraccion de la OPN y confirmarse en
la visita posterior de 3 meses.

Las caracteristicas basales de los pacientes con EMRR, EMSP vy
EMPP/EMTP en funcién de la existencia o no de progresion de la

discapacidad en el afio previo, eran similares. (Tabla 7).
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TABLA 7. Comparacién EMRR / EMSP /EMPP en funcion de la progresion de la discapacidad.

N

Mujer/Hombre
(% mujer)

Edad actual
(ahos)

Edad inicio EM
(anos)

Edad inicio dela Progresion
(afos)

Duracién de la EM
(afos)

Duracion dela progresion
(anos)

EDA actual

Incremento EDA

afno previo

NUmero brotesen €
ano previo

EMRR
Progresion No progresion
8 36
4/4 (50%) 24/12 (66,7%)
36,8 (11,1) 35,5 (8,6)
30,1(7,5) 28,6 (9,2)
10,9 (7,1) 12,2 (5,9)
3,0 (1-5,5) 2,0 (1-5,5)
1,4 (0,6) 0,9 (0,7)
1,1 (0,6) 1,4 (0,6)

EMSP
Progresion  No progresién
18 17
15/3 (83,3%) 13/4 (76,5%)
47,4 (8) 47,6 (11,1)
26,6 (7,1) 28,7 (8,4)
41,7 (8,3) 41,6 (9,9)
25,2 (10,5) 22,3(9,9)
5,7 (7,6) 6,0 (4,8)
6,0 (4-9) 6,0 (4-8,5)
0,75(0,2) 0,2 (0,3)
0,6 (0,6) 0,5 (0,5)

EMPP/EMTP
Progresion No progresién
22 49
11/11(50%)  25/24 (51,1%)
47,1 (8,3) 50,2 (8,1
38,4 (9,1) 37,7 (9,5)
38,9 (8,8) 39,0 (9,4)
12,5 (4,1) 16,1 (7,1)
8,2 (4,3) 11,2 (6,5)
6,0 (3,5-8) 4,5 (2-7)
0,91 (0,5) 0,12 (0,3)

La edad, duracién de la enfermedad, incremento EDA y nimero de brotes se expresa en media (DE). La EDA se expresa en mediana

(rango)
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1 - Papel de la OPN en la patogenia de la EAE y la EM

Nuestros resultados apoyan un papel importante de la OPN en
la actividad cronica de la enfermedad. Cuando se comparan los
niveles de OPN en plasma entre las diferentes formas clinicas de EM,
se observa que los pacientes con EMSP tienen niveles de OPN mas
elevados que los pacientes con EMRR en remisiéon, EMPP/EMTP y CS.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio no difieren de los
estudios recientes que han mostrado que la OPN puede jugar un
papel importante en la patogénesis de la EAE y de la EM,
especialmente en la progresion de la enfermedad. El estudio de

Chabas y cols*®*

apoya la idea de que la OPN tiene funciones variadas
en la patogenia de la enfermedad desmielinizante. La produccion de
OPN por las células gliales puede contribuir al reclutamiento de las
células Thl, y su presencia en células gliales y ependimales puede
ayudar las células T inflamatorias a penetrar en el cerebro.
Finalmente, estos resultados sugieren que las neuronas pueden
secretar también esta molécula proinflamatoria y participar en el
proceso autoinmune. La secrecion neuronal de OPN podria modular la
inflamacion y desmielinizacion e influenciar la severidad clinica de la
enfermedad.

El CD44 es un ligando conocido de la OPN que media la
disminucién en la produccién de IL-10. Los ratones OPN™
presentaron una produccion elevada de IL-10 durante el curso de la
EAE, y ademas se ha demostrado que los anticuerpos contra CD44
previenen el desarrollo de la EAE. Estos hallazgos sugieren que el
efecto inflamatorio de la OPN en la EAE y la EM podria estar mediado
por el CD44. La union de la OPN al receptor fibronectina-integrina

ovP3 a través del motivo tripeptidico arginina-glicina-aspartato podria
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perpetuar también la inflamacion Thl. En las lesiones activas de EM,
la subunidad o, de este receptor estd expresada en exceso en
macrofagos y células endoteliales, y la subunidad Bz esta expresada
en las células endoteliales. A través de este motivo tripeptidico la
OPN inhibe la sintetasa inducible del 6xido nitrico. Asi pues, como
conclusioén, la OPN ejerce su accion a diferentes niveles permitiendo
diversas actividades en el curso de la desmielinizacion autoinmune.
En el modelo EAE, los ratones deficientes en OPN mostraban
remisiones frecuentes'®*?% 'y en pacientes con EM algunos
polimorfismos del gen de la OPN podian conferir un incremento del
riesgo de desarrollar un curso clinico secundariamente progresivo'®3.
Los resultados de los experimentos de este articulo parecen bastante
claros en lo que se refiere a la influencia que la OPN tiene en el curso
clinico de la EAE, y ademas, por sus funciones en la produccién de
IFN-y e IL-12, la OPN encaja bastante bien en una enfermedad

autoinmune mediada por células Thl como es la EM.
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2 - Papel de la OPN en la EMSP

En nuestro estudio, los pacientes con EMSP presentaron unos
niveles plasmaticos de OPN elevados de forma estadisticamente
significativa comparado con pacientes con EMRR en remision y
EMPP/EMTP.

La EMSP se considera la evolucion natural de la EMRR vy la
mayoria de estos pacientes entraran en esta fase®. La transicion de la
forma EMRR o EMSP esta mal definida clinicamente y realizar el
diagnéstico al inicio de la fase progresiva es dificultoso'®®. En nuestro
estudio, un error en la clasificacion clinica entre pacientes con EMRR y
EMSP es improbable, puesto que el grupo de pacientes con EMSP
tiene una duracion media de la fase progresiva de 6 afios. En los
pacientes con EMRR el elemento clave en la desmielinizacion es el
proceso inflamatorio, mientras que en los pacientes con EMSP el dafio
axonal juega un papel importante en el desarrollo del dafo
irreversible’®>.

Algunas citoquinas, como la IL-10 y la IL-12 estan involucradas
en las formas progresivas de la EM, en este sentido, algunos articulos
han evidenciado un incremento en la produccion de IL-12 en
pacientes con EM progresiva cronica comparado con CS y pacientes

con EMRR no tratados!?®-108

. Aunque en estos estudios, tanto los
pacientes con EMSP como con EMPP se incluian como progresivos
cronicos, existen algunas evidencias que apuntan a un aumento en la
expresion de IL-12 en pacientes con EMSP comparado con la forma
EMPP°®_ Por otro lado, también se ha encontrado una expresién baja
de IL-10 en pacientes con EMSP comparado con pacientes con
EMRR!°. Puesto que la OPN influye en la produccién de IL-12 y IL-
10, estos hallazgos son congruentes con un incremento en la

produccién de OPN por células inmunes en pacientes con EMSP.
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3 - Diferencias en la expresion de OPN entre EMSP y
EMPP/EMTP

En base a nuestros resultados, es improbable que la OPN esté
implicada en la patogénesis de la EMPP, y los mecanismos
moleculares subyacentes de la progresion en pacientes con EMSP son
probablemente diferentes que los implicados en la EMPP, dado que
los niveles de OPN en la EMPP no difiere de los niveles en CS.

Desde el punto de vista clinico y radioldgico, los pacientes con
EMPP tiene menos lesiones captantes de gadolinio en la RM cerebral y
responden peor al tratamiento anti-inflamatorio***.
Fisiopatologicamente, los pacientes con EMPP tienen menos
revestimiento perivascular y menor infiltrado celular comparado con
los pacientes con EMSP*2,

Se ha sugerido un perfil inmunolégico diferente en los pacientes
con EMPP comparado con los pacientes con EMRR y EMSP***2 sSjn
embargo hay algunos resultados contradictorios, donde los pacientes
con EMPP muestran un patron de expresion de citoquinas y de
moléculas de adhesiéon que en algunos aspectos es parecido a los
Csll3'116 )

Los pacientes con EMPP sufren un empeoramiento de su estado
neurolégico con un menor nudmero Yy tamafio de lesiones,
evidenciadas por RM, que aquéllas formas que cursan a brotes, lo que
sugiere que su componente inflamatorio es mucho menor. Ademas,
presentan diferencias en el perfil de moléculas de adhesion y
citoguinas respecto a las formas EMRR y EMSP, apoyando que los
mecanismos patogénicos de la EMPP son diferentes.

Las diferencias en los niveles plasméaticos de OPN entre
pacientes con EMSP y EMPP/EMTP contribuyen a la heterogeneidad

clinica, radioldgica, e inmunolégica encontrada en estos grupos.
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A nivel patogénico, también existen datos que apoyan que el
componente inflamatorio es menor en la EMPP*!’. Existen pocos datos
a nivel inmunolégico sobre la forma clinica EMPP. Se ha observado
una frecuencia menor de bandas oligoclonales en el LCR de estos
pacientes™®, asi como un incremento de anticuerpos anti-

gangliésido™®*?°, o de formas solubles de algunas moléculas de

adhesiont?1122,

En este sentido, un estudio realizado por nuestro
grupo ha mostrado que la forma EMPP difiere claramente de las
formas que cursan en brotes en la expresion en membrana y formas
solubles de moléculas de adhesion. Hemos encontrado una
disminucion de la expresibn en membrana de LFA-1, ICAM-1, L-
selectina y VLA-4 con aumento de formas solubles en suero (L-
selectina, ICAM-1) en las formas de EM que cursan en brotes (EMRR
y EMSP), lo que sugiere que en la EMPP hay una menor activacion
linfocitaria y menor inflamaciéon**S.

Por otra parte, se ha descrito que el LCR de pacientes con EMPP
contiene factores solubles que inducen apoptosis de neuronas en
cultivo'®®, lo que sugiere que tal vez otros mecanismos, menos

relacionados con la inflamacion y mas con lesion axonal, podrian

estar implicados en la patogenia de la EMPP.
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4 - papel de la OPN en la progresion de Ila

enfermedad

Para investigar el posible papel de la OPN en la progresion de la
enfermedad, los pacientes con EM se clasificaron en funcion de la
progresion de la discapacidad neurolégica. Para confirmar la
progresién y poder hablar de progresiéon confirmada a los 6 meses*?
se tuvo en cuenta la evaluacion de la EDA en el momento de
extraccion de la muestra para la OPN y a los 3 meses de la
extraccion.

Sorprendentemente, observamos que los pacientes con EMSP y
EMRR sin progresion de la discapacidad en el afio previo, tenian unos
niveles plasmaticos de OPN significativamente mas elevados en
comparacion a los pacientes con una progresion de la discapacidad
confirmada. Las caracteristicas clinicas de ambos grupos eran
comparables. En cambio, los niveles de OPN en pacientes con formas
EMPP eran similar independientemente de la actividad de Ila
enfermedad. Este hallazgo refuerza la hipotesis anterior de la
existencia de diferentes mecanismos de accion en la progresion de la
enfermedad en pacientes con EMSP comparado con pacientes con
EMPP/EMTP.

La observacibn que los niveles de OPN eran elevados en
pacientes con EMSP y EMRR durante el brote, podria aparentemente
estar en desacuerdo con los hallazgos del incremento de los niveles
de OPN en pacientes con EMRR y EMSP sin progresion clinica. Sin
embargo, ademas del papel de la OPN como citoquina proinflamatoria
en la inmunidad mediada por células, la OPN es un proteina de la
matriz extracelular con propiedades que pueden ser beneficiosas en
la patogénesis de la EM. En este sentido, la expresion de OPN esta

aumentada tras varios tipos de dafio tisular y es una de las mas
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abundantes secretoras de productos de activacion de macréfagos
durante la reparacion del dafo tisular, asi sugiere un papel de la OPN
en promover la recuperacion.

El prototipo de dafo tisular asociado a un aumento en la
expresion de la OPN son heridas cutaneas®, infarto de miocardio®®>,

126 y formacién de célculos renales®®’.

fibrosis tubulointersticial rena
En el SNC se ha descrito un aumento en la expresion de la OPN tras
infartos focales en ratones sugiriendo un papel en la induccion de
gliosis como parte de la reparacion de tejidos*?%.

La OPN tiene también unas propiedades anti-inflamatorias
inhibiendo mediante su unién a integrinas la expresion de Oxido
nitrico sintasa inducible y la produccion de 6xido nitrico (NO) en
macréfagos'?®. Finalmente, la OPN ha mostrado jugar un papel como
factor de supervivencia celular inhibiendo la apoptosis de células
endoteliales®®®, células tubulointersticiales renales*®® y células pro-
8131.

A pesar de que es dificil extrapolar los cambios observados en
sangre periférica con cambios en el SNC, es tentador especular que la
elevada produccién de OPN por los infiltrados de macréfagos puede
actuar como un inhibidor de la inflamacion y/o degeneracion que
tiene lugar en el SNC, como resultado de un efecto supresor en la
produccion de NO. EI NO es potencialmente neurotdéxico ya que
contribuye al dafio neuronal inducido por aminoacidos excitatorios y
puede estar también involucrado en la muerte de oligodendrocitos***
133_

La OPN puede actuar como una molécula de la matriz
extracelular en el SNC y facilitar la atraccion celular y consecuente
supervivencia celular. Es bien conocido que para la supervivencia
celular, se requieren sefales que faciliten la adhesién de células a la

matriz extracelular3*136,
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Finalmente, dadas las propiedades quimiotacticas de la OPN
para los monocitos/macréfagos, una elevada produccion de OPN
puede facilitar el reclutamiento de monocitos de los vasos sanguineos
al interior del SNC. Como ha sido sugerido por algunos autores™®"*38,
el infiltrado de células inmunes encontrado en las lesiones
inflamatorias del SNC puede tener méas bien un papel protector que
destructor. Los macrofagos sustraen los restos de mielina
favoreciendo el proceso de remielinizacion, y son también una fuente
de algunos de los factores de crecimiento que estan implicados en la

remielinizacion.
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5 - Expresion de OPN durante el brote

Los niveles de OPN en plasma en pacientes con EMRR durante
el brote son similares a los encontrados en pacientes con EMSP vy
significativamente mas elevados que en pacientes con EMRR durante
la remision clinica. Uno de los factores claves durante la exacerbacion
clinica que dirige las lesiones inflamatorias agudas del SNC es una
disregulacibn aguda en el balance entre citoquinas pro- vy
antiinflamatorias®®°.

Se ha evidenciado que, durante o precediendo la exacerbacion
clinica, existe un aumento en la expresion de citogquinas
proinflamatorias tipo TNF-a, IL-2 y IFN-y y una disminucion en la
expresion de citoquinas antiinflamatorias como la IL-4 y la IL-10 en
sangre periférica y LCR de los pacientes con EM0140143  aAdemas,
clones especificos de células T para la PLP y la PMB en pacientes con
EM durante el brote, producen un aumento de citoquinas
proinflamatorias™***4°,

Respecto a esto, se puede hipotetizar que la produccién de OPN
puede ser incrementada por citoquinas proinflamatorias. El hecho de
encontrar que los niveles de OPN en los pacientes con EMRR durante
el brote estan mas elevados que en los pacientes con EMRR en
remision, puede indicar que la OPN juega un papel en la actividad de
la enfermedad aguda. No obstante, son necesarios estudios
longitudinales que midan los niveles plasméaticos de OPN en
diferentes tiempos durante el brote antes de etiquetar a la OPN como
un marcador de la actividad de la enfermedad aguda en pacientes

con EM.
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6 - Expresion de OPN y tratamiento con IFN-beta

El IFN-B es el tratamiento mas comun de los pacientes con
EMRR y ha mostrado que disminuye la frecuencia de brotes, reduce la
actividad de la enfermedad medido con la RM cerebral y enlentece la
progresién de la discapacidad®*®.

Los niveles de OPN en plasma son similares en los pacientes
con EMRR tratados con IFN-f de aquellos no tratados, lo cual sugiere
que el efecto beneficioso del IFN-B, reduciendo la actividad
inflamatoria no esta mediada a través de cambios en la produccion de
OPN. Asi, la OPN juega un papel mas importante en la fase progresiva
de la enfermedad, donde la eficacia del IFN-f no esta bien

147

establecida Sin embargo, la produccibn de OPN no se ha

determinado en pacientes con EMSP tratados con INF-p.
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7 - Actividad en la resonancia magnética y niveles de
OPN

A lo largo de los ultimos afos se han hecho diversos intentos por
relacionar la desmielinizacion con la progresion en la discapacidad,
tanto patolégicos como por técnicas de neuroimagen, sin conseguir
resultados. Con la utilizacion de la RM y la mayor facilidad para hacer
el diagnodstico se intentd diferenciar entre los distintos tipos de EM asi
como intentar correlacionar el niumero de lesiones desmielinizantes
(expresadas como numero de lesiones hiperintensas en RM
potenciada en T2) y con inflamacion activa (lesiones que captan
contraste en RM potenciada en T1l), encontrdndose que no existia
relacion entre la discapacidad y el niumero de lesiones; aun mas, las
formas progresivas de la enfermedad mostraban menor actividad
inflamatoria que las formas de EMRR. Los pacientes con EMPP sufren
un empeoramiento de su estado neurolégico con un menor niumero y
tamafno de lesiones, evidenciadas por resonancia magnética, que
aquéellos con formas EMRR y EMSP, lo que sugiere que su componente
inflamatorio es mucho menor.

En el primer estudio de RM en que se analizé especificamente la
EMPP se observd que, a pesar del elevado grado de discapacidad, los
pacientes con EMPP tenian menor numero de lesiones captantes de
gadolinio (sugestivas de inflamacién) y de menor tamafio, que los
pacientes con EMSP y EMRR*®149  Ademads, un estudio posterior en el
que se analiza una gran cohorte de pacientes con EMPP procedentes
de seis centros europeos ha mostrado claras diferencias entre EMPP y
EMSP'®°.  Estos resultados podrian explicar, en parte, la peor
respuesta de estos pacientes a tratamientos anti-inflamatorios como
los corticosteroides y apoya la hipdtesis de que los mecanismos

patogénicos implicados en la EMPP son diferentes a los de las formas
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clinicas que cursan en brotes (EMRR y EMSP). El material autépsico,
aunque escaso, también demuestra un mayor infiltrado perivascular y
mayor celularidad en EMSP que EM PP*°*.

Existe una correlacion entre las imagenes de la RM y la
discapacidad de la EM. Estudios transversales han detectado una

escasa correlaciéon entre la carga lesional en T2 y la discapacidad™®*

155 aunque el grado de correlacion aumenta cuando se utilizan grupo
homogéneos de pacientes’® . Por su parte, el nimero de lesiones
captantes de gadolinio se correlaciona débilmente con la tasa de
brotes asi como con su severidad, pero no se correlaciona de forma
consistente con la discapacidad®’*%. El grado de correlacién es mas
alto (r=0.75) entre el incremento de las lesiones hipointensas en T1 y

A%l También se han correlacionado con la

el incremento en la ED
discapacidad tanto la atrofia cerebral como la atrofia medular'®?. El
incremento del grado de atrofia cerebral se ha correlacionado con el
deterioro neuroldégico medido mediante la EDA pero no con el
incremento de la carga lesional en T2 ni con el volumen de nuevas
lesiones captantes de gadolinio®®. La atrofia medular medida en C2
se ha correlacionado también con la EDA. Ademas, los pacientes con
EMSP presentarian un mayor grado de atrofia medular que los que
permanecen en EMRR*®2.

Por otra parte, se esta intentando correlacionar algunos
pardmetros bioquimicos con la progresion en la EM mediante técnicas
de espectroscopia por RM. En concreto, se han valorado los niveles de
N-acetil-aspartato (NAA) y se ha comprobado una disminucién de los
mismos en pacientes con EM con respecto a CS, y mayor aun en
pacientes con EMSP comparado con EMRR, lo cual se ha considerado,
dada la presencia casi exclusiva de este compuesto en las neuronas,
como un marcador de dafio axonal. Asi mismo, se ha comprobado
que su disminucion en cerebelo se correlaciona con el grado de

discapacidad’®. De la misma manera, utilizando la ERM como

102



Discusion

herramienta de estudio, ha aparecido un nuevo concepto: el de
sustancia blanca aparentemente normal. Se ha demostrado que en
las zonas de sustancia blanca que no parecen mostrar lesiones en
técnicas de neuroimagen presentan también una disminucion del
NAA'®®. Esto traduciria la pérdida progresiva de axones secundaria
tanto a degeneracion walleriana como a un mecanismo propio aun no

identificado.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio hemos observado que los niveles plasmaticos
de OPN estan mas elevados en pacientes con EMRR durante el
brote en comparacion a pacientes con EMRR en remisién. Por lo
que concluimos que la OPN tiene una funcion proinflamatoria en la

actividad aguda de la enfermedad.

La observacion de encontrar unos niveles de OPN en plasma mas
elevados en pacientes con EMSP sin progresion de la discapacidad
en el afo previo, en comparacion a pacientes con EMSP con
progresion de la discapacidad, refuerza la teoria que la OPN tiene
una actividad reparadora o antiinflamatoria. Por lo que concluimos
que la OPN tiene una actividad reparadora en la fase progresiva de
la EMSP.

En base a nuestros resultados, es improbable que la OPN esté
implicada en la patogénesis de la EMPP, y refuerza la hipoteis de
distintos mecanismos moleculares de progresion de la enfermedad
entre pacientes con EMSP y EMPP. Concluimos que la OPN no esta

implicada en la patogenia de la EMPP.

Los resultados del estudio no muestran diferencias en los niveles
plasmaticos de OPN entre pacientes con EMRR en tratamiento con
IFN-beta de aquellos no tratados, por lo que concluimos que el

IFN-beta no modifica la produccion de OPN.
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