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Resumen:

Titulo: Esclerosis multiple y embarazo. Analisis prospectivo de

biomarcadores durante embarazo y puerperio

Introduccion:

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria y neurodegenerativa del
SNC. Su etiologia atn es desconocida. No obstante, se sabe que la presencia de ciertos
factores genéticos y ambientales pueden desencadenar la enfermedad en sujetos
genéticamente predispuestos. Cuando una mujer con EM se embaraza, se modifica su
tasa anual de brotes habitual, observandose una disminucién en la incidencia de brotes
durante el tercer trimestre del embarazo, con un aumento posterior durante el primer
trimestre posparto. No obstante, estas fluctuaciones en la incidencia de brotes no
parecen tener una influencia a largo plazo en la evolucion de la paciente. Los
mecanismos intrinsecos que explican la mejoria que experimenta una paciente durante
el embarazo y su potencial empeoramiento en el puerperio contintian siendo
desconocidos.

Objetivos:

-El primer objetivo del estudio fue analizar el retraso habitual para concebir en
pacientes con EM, comparado con mujeres sanas.

-El segundo objetivo fue analizar la morbilidad materno-fetal que pueda suceder tras
la exposicion fetal a FME durante la gestacion.

-En tercer lugar, estudiamos prospectivamente los titulos de distintas citoquinas
proinflamatorias y reguladoras, con el objetivo de cuantificar si los cambios que se
producen durante el embarazo pueden relacionarse con la evolucion clinica

experimentadas por las pacientes.
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-En cuarto lugar, analizamos la cuantificacion del dafio axonal generado durante el
embarazo y posparto mediante el andlisis de los titulos de neurofilamentos en suero.
-Por ultimo, estudiamos la correlacion de los todos factores sanguineos incluidos en el
estudio con la evolucion clinica experimentada por las pacientes.

Materiales y métodos:

Se incluyeron pacientes con EM, que hayan concluido un embarazo entre 2007 y 2018.
Como grupo control se utilizé un grupo de mujeres embarazadas sanas, emparejadas
por edad, elegidas al azar de nuestro centro. Tanto la cohorte de pacientes como el
grupo control han sido valoradas prospectivamente durante el embarazo y el puerperio
en el Hospital General Universitario Gregorio Marafion de Madrid, analizando las
distintas variables clinicas planificadas de una manera estandarizada. Las evaluaciones
neurologicas han sido trimestrales durante el embarazo, y semestrales tras el parto. En
las pacientes con EM se incluyd edad, historial reproductivo, forma clinica de EM,
afios de evolucion de la enfermedad, tasa anualizada de brotes (TAB) desde el inicio
de la enfermedad, grado de discapacidad e historial de tratamiento farmacologico.
Dentro de los analisis de laboratorio, se analizaron los titulos de citoquinas especificas
asociadas con los perfiles proinflamatorios y regulatorios, ademas de pardmetros
hormonales, en cada trimestre del embarazo y posparto. Dentro de los parametros a
estudiar, se incluyo IFN gamma, [L-4, IL-10, TNF-a, TGF-b y citoquinas placentarias.
Se incluy6 en el analisis ademas el perfil TH17 y el Factor Estimulante de Colonias de
granulocitos 'y Macrofagos (GM-CSF). Por daltimo, se analizd6 también
prospectivamente el titulo de neurofilamentos.

Respecto a la metodologia de andlisis en si, las citoquinas se analizaron mediante kits
comerciales de ELISA especificos. Para el andlisis estadistico, se utilizo el programa

IBM SPSS Statistics 27 y el Graphpad Prism 5 (GraphPad software, La Jolla, USA).
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Las caracteristicas basales se compararon entre los grupos mediante la prueba de
Kruskal Wallis para las variables continuas o la prueba exacta de Fisher para las
variables categoricas. Los test estadisticos empleados para la comparacion entre dos
grupos fueron el test de U de Mann Whitney mientras que para la comparacion de 3 o
mas grupos utilizamos la prueba de Kruskal-Wallis, o el anélisis de la varianza
(ANOVA, por sus siglas en inglés). Para el andlisis de tablas de contingencia
utilizamos el test exacto de Fisher. Para el andlisis de curvas de supervivencia
utilizamos el test de Kaplan-Meier. Se consideraron estadisticamente significativos los
valores de p menores a 0.05. En cada una de las publicaciones aparece el método
exacto utilizado en cada caso.

Resultados:

Los resultados de nuestro trabajo han mostrado que no hubo un retraso en el tiempo
empleado hasta concebir en las pacientes con EM en comparacion a las mujeres sanas,
lograndose una tasa de concepcion del 60% durante el primer trimestre de busqueda,
y elevandose al 70% a los 6 meses.

Asi mismo, hemos visto que no hubo una mayor morbilidad materno-fetal en los casos
de pacientes expuestas a FME durante el embarazo. En nuestra experiencia
hospitalaria, las pacientes sufrieron exposiciones a los FME mas seguros, y ello no
significd un aparente mayor riesgo.

En nuestro estudio, encontramos una diferente concentracion de citoquinas seroldgicas
segun la evolucion clinica que presentaron las pacientes. En este sentido, encontramos
un aumento de la concentracion de Activina-A e IL-10 (p=0.003 y p=0.02,
respectivamente) durante el primer trimestre de gestaciéon en pacientes EM que no
tuvieron brotes durante el embarazo-postparto, en comparacioén con las pacientes que

tuvieron brotes.
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Por ultimo, hemos encontrado una relacion estrecha entre los niveles de sNfL y la
evolucion clinica que una paciente con EM puede experimentar durante el embarazo.
De esta manera, la medicion de sNfL durante el embarazo puede servir para evidenciar
la morbilidad asociada con los brotes durante este periodo, y pueden ayudar a futuro
en la toma de diferentes decisiones terapéuticas.

Conclusiones:

Si bien el conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos intrinsecos que suceden
durante la gestacion humana atin no estan del todo esclarecidos, la evidencia cientifica
sugiere que durante un embarazo coinciden factores inmunologicos proinflamatorios
combinados con mecanismos regulatorios. Estos cambios que se generan cuando una
mujer estd embarazada han demostrado beneficiar la evolucion de las pacientes con
EM durante el embarazo, pasando a un empeoramiento durante el puerperio.

En nuestro estudio, no encontramos un mayor retraso en el tiempo hasta concebir en
las pacientes con EM. No hubo una mayor morbilidad clinica-obstétrica en las
pacientes expuestas a FME durante la gestacion. Més importante, en nuestro estudio
encontramos una diferente concentracion basal de citoquinas en suero, segin la
presencia o no de brotes que hayan experimentado las pacientes. Por tultimo,
demostramos que los neurofilamentos pueden ser elementos utiles como marcador
subrogado de dafo neuro-axonal también durante el embarazo.

Profundizar en el conocimiento de los mecanismos tolerogénicos que ocurren durante
el embarazo y su influencia en el curso de la EM podria ayudarnos a encontrar
biomarcadores que ayuden a predecir el curso clinico de la enfermedad y orientar el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, ya que podria brindarnos nuevas

herramientas para controlar la actividad inflamatoria
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Resumen Inglés (Abstract):

Title: Multiple sclerosis and pregnancy. Prospective analysis biomarkers during
pregnancy and the puerperium

Background:

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and neurodegenerative disease of the CNS.
Its etiology remains unknown. However, it is known that the presence of specific
genetic and environmental factors can trigger the disease in genetically predisposed
subjects. When a woman with MS becomes pregnant, her usual annual relapse rate
may change, with a decrease in relapses' incidence during the third trimester of
pregnancy, with a subsequent increase during the first postpartum trimester. However,
these fluctuations in disease activity do not appear to affect clinical evolution in the
long term. The intrinsic mechanisms underlying the patient's improvement during
pregnancy and its potential worsening in the puerperium remains unknown.
Objectives:

-The study's first objective was to analyze the usual time to pregnancy in patients with
MS compared to healthy women.

-The second objective was to explore the maternal-fetal morbidity after fetal exposure
to FME during pregnancy.

-Thirdly, we prospectively study the changes in different pro-inflammatory and
regulatory cytokines to quantify whether the changes that occur during pregnancy can
be related to the patients' clinical evolution.

-Fourthly, we analyze the axonal damage generated during pregnancy and postpartum
by analyzing the serum neurofilament titers prospectively in patients and healthy

controls.
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-Finally, we study the correlation between all blood factors included in the study with
the patients' clinical evolution.

Materials and methods:

Patients with MS, who were pregnant between 2007 and 2018, were included in our
study. A group of healthy pregnant women, age-matched, randomly chosen from our
center, was used as a control group. The patient cohort and the control group have been
prospectively assessed during pregnancy and the puerperium at the Gregorio Maranén
General University Hospital in Madrid. Neurological evaluations have been quarterly
during pregnancy and six months after delivery. Age, reproductive history, clinical
form of MS, years of disease evolution, annualized relapse rate (AAR) before
pregnancy, disability degree, and treatment history were included in the assessment.
We also analyzed specific cytokine titers associated with the pro-inflammatory and
regulatory immunological profiles during each trimester of pregnancy and postpartum.
For the analysis, we included IFN gamma, IL-4, IL-10, TNF-a, TGF-b, TH17, the
Granulocyte and Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), and placental
cytokines. Finally, the serum neurofilament titer was also prospectively analyzed.
Regarding the analysis methodology, the cytokines were analyzed using specific
commercial ELISA kits. For statistical analysis, the IBM SPSS Statistics 27 program
and Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, USA) were used. Baseline
characteristics were compared between groups using the Kruskal Wallis test for
continuous variables or Fisher's exact test for categorical variables. The statistical tests
used for the comparison between two groups were the Mann Whitney U test, while for
the comparison of 3 or more groups, we used the Kruskal-Wallis test or ANOVA. P
values less than 0.05 were considered statistically significant. The exact method used

in each case appears in each of the publications.
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Results

The results of our work show that there was no delay in the time taken to conceive in
MS patients compared to healthy women, achieving a conception rate of 60% during
the first search trimester, and rising to 70% at six months. Also, we have seen no more
significant maternal-fetal morbidity in the cases of patients exposed to EMF during
pregnancy. In our hospital experience, patients suffered exposures to the safest EMFs,
which did not mean an apparent increased risk. In our study, we found a different
concentration of serological cytokines according to the patients' clinical evolution. In
this sense, we found an increase in the concentration of Activin-A and IL-10 (p: 0.003
and p: 0.02, respectively) during the first trimester of gestation in MS patients who did
not have outbreaks during pregnancy-postpartum, in compared to patients who did
have flare-ups. Finally, we have found a close relationship between sNfL levels and
the clinical course that a patient with MS may experience during pregnancy. In this
way, the measurement of sNfL during pregnancy can demonstrate the morbidity
associated with flare-ups during this period and might help make further therapeutic
decisions.

Conclusions:

Although the intrinsic immunological mechanisms that occur during human pregnancy
has not yet been fully clarified, scientific evidence suggests that pro-inflammatory
factors combined with immunological regulatory mechanisms coincide during
pregnancy. These changes that are generated when a woman is pregnant have been
shown to benefit MS patients' evolution during pregnancy. Our study did not find a
more significant delay in time to pregnancy in patients with MS. There was no more
significant clinical-obstetric morbidity in the patients exposed to FME during

pregnancy. More importantly, in our study, we found a different basal concentration

16



of cytokines in serum, depending on the patients' presence or absence of relapses.
Finally, we show that neurofilaments can be useful as a surrogate biomarker of neuro-
axonal damage during pregnancy. Improving our knowledge of the different
tolerogenic mechanisms that occur during pregnancy and their influence on the MS
course could help us find specific biomarkers that help predict the disease's clinical

evolution and might guide the development of new therapeutic strategies.
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1. INTRODUCCION:



La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad autoinmune y neurodegenerativa
cronica del sistema nervioso central SNC). Es la enfermedad incapacitante no
traumatica mas comun que afecta a los adultos jovenes,[1] con una prevalencia
estimada de 2.5 millones de individuos afectos en todo el mundo. La EM se caracteriza
por presentar inflamacion, focos de desmielinizacidn y neurodegeneracion en el
cerebro y médula espinal, causando una afectacion clinica gradual y progresiva de los
pacientes. La EM afecta principalmente a adultos jovenes (rango de edad entre 20-40
afios), y su prevalencia es mayor en mujeres, con un cociente aproximadamente de 2-
3:1.

En las ultimas décadas, se ha registrado una incidencia y prevalencia crecientes de
EM, tanto en los paises desarrollados como en los paises en vias de desarrollo, y la
causa subyacente a este fendmeno sigue siendo incierta.[2] El impacto social y
economico de la enfermedad es muy alto, dado que afecta a los pacientes en una edad
decisiva en la vida laboral y planificacion familiar.

La mayor parte de los pacientes debutan con la forma recidivante-remitente de la
esclerosis multiple (EMRR), que se caracteriza por la aparicion de episodios bien
definidos de empeoramiento clinico, llamados brotes, seguidas por periodos de
remision completa o parcial. De los pacientes con EMRR, el 65% evoluciona con el
paso del tiempo a una fase secundaria-progresiva (EMSP), caracterizada por un
aumento progresivo de la discapacidad, con o sin brotes asociados. Por otro lado, un
10% de los pacientes con EM presenta un curso progresivo desde el diagndstico
(EMPP), sin presentar brotes, aunque si pueden tener actividad inflamatoria focal en
la resonancia magnética (RM).[3, 4]

La sintomatologia inicial de la EM es heterogénea, pudiendo iniciarse con sintomas

sensitivos, trastornos visuales, déficits motores y trastornos urinarios.[5] Las

19



manifestaciones clinicas de la enfermedad se correlacionan muchas veces con la
localizacion de las lesiones focales del SNC. Ademas, existe una gran disparidad en el
curso evolutivo de la enfermedad entre distintos pacientes, pudiendo influir la
frecuencia de brotes, su topografia y su gravedad. La heterogeneidad de la EM también
puede observarse a nivel microscopico, dado que los patrones histologicos de

desmielinizacion pueden ser diferentes en los distintos pacientes.[6]

1.1 HISTORIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Los primeros casos reportados de la EM se deben a Robert Carswell, en el afio 1838 y
a Jean Cruveilhier, en el afio 1841.[7, 8] Sin embargo, fue Jean-Martin Charcot (1825-
1893) quien realiz6 la primera descripcion clinica completa de la enfermedad y la
primera correlacion entre los hallazgos vistos en la anatomia patoldgica y las
manifestaciones clinicas de los pacientes afectos. En sus descripciones, tras la
necropsia de un paciente afecto, Charcot detallo la presencia de unas "placas
esclerosadas", que afectaban predominantemente la zona periventricular, la
protuberancia anular y la médula espinal.[9] Posteriormente, en el afio 1884, fue Pierre
Marie quién sugiri6 un origen infeccioso de la EM, tras observar que los sintomas de
la enfermedad podian empeorar después de un proceso infeccioso o un proceso
febril.[10] El concepto de EM como enfermedad de etiologia autoinmune lo introdujo
inicialmente Thomas River, en el afio 1935, tras desarrollar un modelo EM en animales
de experimentacion, denominado Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE). En
este modelo de la enfermedad, se lograba el desarrollo de hallazgos anatomo-
patoldgicos similares a la EM mediante la inoculacion de tejido neural en animales de
experimentacion.[11] Dichas hipotesis se respaldaron tras el estudio del liquido
cefalorraquideo (LCR). El estudio sistematico del LCR mediante la puncion lumbar

en pacientes con EM fue introducido por Quinke y Winter a finales del siglo XIX.[12]
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En 1942, Kabat fue el primero en utilizar la electroforesis en el LCR, encontrando un
patron oligoclonal de inmunoglobulinas de tipo IgG restringido al LCR de los
pacientes con EM.[13] En 1955, Kurtzke propuso la introduccion de una escala clinica
que facilitaba la medicion sistematica del grado de afectacion clinica que podia tener
un paciente. Esta escala fue de universal aceptacion y facilitd tanto la valoracion fisica
en la préctica clinica diaria, como la comparacion de pacientes entre diferentes centros
para los ensayos clinicos.[14] Mas adelante, la introduccion de la RM significod uno de
los avances mas disruptivos en el conocimiento de la EM, permitiendo identificar las

lesiones desmielinizantes del SNC conforme se iban produciendo.[15]

1.2. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de la enfermedad varia considerablemente en todo el mundo, y puede
verse influida por la latitud de cada region estudiada en concreto. Se vio que la mayor
frecuencia de la enfermedad se da entre los 40° y 60° de latitud norte, ocurriendo algo
similar en el hemisferio sur. Asi, entre las zonas de mayor prevalencia se encuentran
los paises del norte de Europa, los Estados Unidos, Japon, Australia y Nueva Zelanda.
Kurtzke originalmente dividio la prevalencia de EM en 3 estratos, con zonas de riesgo
alto (>30 casos/100.000 habitantes), de riesgo medio (de 5-25 casos/100.000
habitantes) y de riesgo bajo (<5 casos /100.000 habitantes).[ 16] La tasa de prevalencia
ha aumentado desde esa primera clasificacién, y actualmente se clasifica de la
siguiente forma: alto >100/100.000 habitantes, medio de 50-100/100.000 habitantes y
bajo <50/100.000 habitantes. En Espafia, la incidencia se sitiia en torno a los 125
casos/100.000 habitantes, por lo que se lo incluye dentro de los paises con una
prevalencia alta.[17, 18] La proporcion de afectados segiin el sexos también ha
variado, estando ahora cerca del ratio 3:1 (mujeres: hombres) en la mayoria de los

paises desarrollados.[19]
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Los estudios de migraciones poblacionales indican que el tiempo transcurrido desde la
exposicion a los factores de riesgo ambientales y el inicio de la enfermedad esta en
torno a los 10-20 afios.[20]. Los estudios anatomo-patoldgicos indican que la fase
preclinica de la EM podria durar varios anos, incluso décadas. En esta linea, una serie
danesa describié hallazgos en necropsia tipicos de EM en hasta una cuarta parte
personas no diagnosticados de EM en vida.[21] Los estudios de migracion apoyan
consistentemente que la EM esté relacionada con algun factor causal de tipo
medioambiental, pero aun queda por determinar el agente involucrado.[22] Los
adultos migrantes de paises de bajo riesgo a Europa tienen un bajo riesgo de desarrollar
EM; sin embargo, los nifios nacidos de inmigrantes que han nacido en Europa estan en

alto riesgo.[23]

1.3 ETIOLOGIA

La EM tiene una etiologia atn desconocida. No obstante, la informacién de la que se
dispone en la actualidad permite incluir a la EM dentro de las llamadas enfermedades
con fisiopatologia autoinmune. En este sentido, la EM se ha clasificada historicamente
como una enfermedad autoinmune mediada por células T Organo-especificas. Sin
embargo, el éxito de las terapias dirigidas a las células B desafia el dogma clasico que
implicaba en la fisiopatologia de la EM la participacion exclusiva de las células T.[24]
Ademas, se cree que el origen de la enfermedad es multifactorial, interviniendo
factores tanto ambientales como genéticos. El virus Epstein Bar (EBV), la luz solar
(UVB), el tabaquismo y la vitamina D, combinados con el perfil genético de un

individuo, juegan un papel importante en el desarrollo de la EM.[25]

1.3.1 Factores genéticos
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Los factores genéticos pueden estar involucrados en el desarrollo de la EM. [26] El
riesgo de padecer EM de un familiar varia dependiendo del grado de parentesco con
el paciente en cuestion.[27] Mientras que el riesgo de EM para la poblacion general
esta en torno al 0,1%, los familiares en primer grado de un paciente con EM tienen un
riesgo del 3 al 5%.[28] La afectacion simultanea en gemelos monocigotos es del 30%,
frente al 3 al 5% en gemelos dicigotos.[29] Los hijos adoptivos y los esposos de los
sujetos afectados no tienen mayor riesgo de padecer EM que la poblacion general.[30]
La primera asociacion genética documentada de la EM fue descrita con el complejo
principal de histocompatibilidad, localizado en el cromosoma 6,[31] en particular el
alelo HLA-DR?2 y su haplotipo DR15.[32, 33] En el ultimo estudio de asociacion del
genoma completo encontraron que el alelo HLA-DRB15*01 tenia la mayor asociacion
con la enfermedad.[34]

Con posterioridad, se describieron multiples genes adicionales que se asociaron con la
susceptibilidad de padecer la EM. La mayoria de los genes identificados estan
relacionados con el sistema inmunitario, sobre todo con moléculas que intervienen en
la proliferacion y activacion de linfocitos T. Entre ellos destacan el receptor de TNF 1
(TNF-R1),[35] el gen que codifica la cadena o de la interleucina 2 (IL-2) [36-38] e
IL-7,[35] o la sefializacion por el Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer Of
Activated B Cells (Nf-xB).[39]

El principal riesgo genético asociado con la EM reside en HLA-DRB1*15 y otros loci
relacionados con este alelo.[40] Los heterocigotos para HLA-DRB1*15:01 tienen una
odds ratio (OR)>3 para padecer EM, y los homocigotos una OR:6. [40] No obstante,
el mecanismo implicado en esta predisposicion es desconocido. Se presume que el
papel de HLA-DRB1*15:01 se da a través de la presentacion de antigenos; esto

también podria explicar los efectos protectores que se ven en los alelos de clase 1 (por
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ejemplo, HLA-A*02: 01).[41] Los estudios de asociacion de todo el genoma han
identificado mas de 150 polimorfismos de un solo nucledtido asociados con la
susceptibilidad a la EM.[34] De manera interesante, un trabajo reciente ha descrito
diferencias genéticas entre la EMRR y la EM primaria progresiva (PPMS), no visto en
estudios previos.[42] Como dato adicional que pudiera apoyar una influencia genética
en la susceptibilidad a la EM; se describié que aproximadamente uno de cada ocho

pacientes tiene antecedentes familiares de EM.[43]

1.3.2 Factores medioambientales

Los factores genéticos solo podrian explicar una pequena proporcion de las diferentes
prevalencias geograficas que presenta la EM. En el desarrollo de la enfermedad puede
intervenir la exposicion a diversos factores medioambientales como puede ser la
exposicion solar, la infeccion previa por el virus Epstein Bar (VEB) o herpes virus 6
(HHV-6), el tabaquismo y los niveles en suero de vitamina D, entre otros.[44] El efecto
del mes de nacimiento y el aumento de la prevalencia entre los gemelos dicigoticos,
indica que el entorno intrauterino es importante para establecer el riesgo de EM. No
obstante, aun no queda claro el mecanismo intrinseco que pueda explicar estos
hechos.[25]

La vitamina D es de uno de los factores medioambientales mas estrechamente
asociados con el desarrollo de la EM.[45] Se cree que la vitamina D tiene un papel
protector para padecer la enfermedad, ya que se ha observado que existe una
correlacion inversa entre la prevalencia de EM, la exposicion solar del paciente y sus
niveles séricos de vitamina D.[45] [46] Ademas, niveles bajos de vitamina D también
se han asociado con mayor actividad inflamatoria y progresion de la enfermedad.[47,

48]
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La prevalencia de la EM aumenta con la latitud; sin embargo, este gradiente esta
disminuyendo en Noruega y los EE.UU., los dos paises donde se ha descrito este
fendmeno originalmente.[49] El gradiente latitudinal en la prevalencia de EM esta
fuertemente relacionado con los rayos ultravioletas tipo B, que estimulan la produccién
cutanea de vitamina D. Los niveles bajos de vitamina D, ya sea debido a una baja
exposicion solar o bien a la presencia de distintos polimorfismos genéticos especificos,
han incluido a la vitamina D como factor causal relacionado con la EM.[47][50]

Por otro lado, distintos estudios epidemioldgicos mostraron una posible asociacion de
la enfermedad EM con infecciones virales que el paciente ya haya superado. En este
sentido, la mayoria de estudios demuestran una asociacion de la EM con el virus de
Epstein-Barr (EBV). Aunque el 90% de la poblacion general muestra anticuerpos
frente EBV, titulos altos de estos anticuerpos se han asociado con un riesgo mas
elevado de padecer EM, al igual que el haber padecido una coinfeccion por dos cepas
distintas del virus[51] o bien el haber tenido mononucleosis infecciosa.[52] Una
hipotesis propuesta para explicar la posible influencia del EBV en la EM sugiere que
la migracion al SNC de los linfocitos B infectados por este virus activa a linfocitos T
efectores en las meninges y espacios perivasculares.[53—55] Sin embargo, todavia hay
controversia sobre la presencia de RNA del EBV en el tejido cerebral y LCR.[56] Una
hipotesis alternativa postula que la infeccion por EBV provocaria una desregulacion
inmunitaria, ya que la infeccion por este virus también se ha vinculado con el riesgo a
padecer otras enfermedades autoinmunes.[57] El ser seronegativo para EBV protege
contra el desarrollo de la EM.[58] Padecer mononucleosis infecciosa, que es principal
manifestacion sintomatica del EBV, duplica las posibilidades de ser diagnosticado de
EM.[59] Mas recientemente, se ha pensado que la inmortalizacion y/o transformacion

de células B inducida por EBV juega un papel importante en el desarrollo de la
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enfermedad.[60] La EM también se ha asociado con el Virus Humano Herpes 6 (HHV-
6). El DNA de este de virus se ha detectado en el cerebro, LCR y suero de pacientes
con EM.[61] Asi mismo, los titulos de anticuerpos en suero de este virus se pueden
correlacionar con la aparicidon de futuros brotes.[62, 63]

Otro factor medioambiental relacionado con la EM ha sido el tabaquismo. Fumar
tabaco aumenta la susceptibilidad de padecer la enfermedad.[64] Ademas, los
fumadores pueden tener una enfermedad mas agresiva, con mayor incidencia de brotes
y un mayor grado de discapacidad posterior.[65, 66] Asi mismo, el riesgo de
conversion a una forma de EMSP es mayor en los pacientes fumadores.[67] Se cree
que el fumar puede explicar también hasta un 40% de la mayor incidencia de EM en
mujeres.[68]

Por otra parte, la alimentacion también puede relacionarse con la EM. La obesidad en
concreto también es un factor de riesgo para desarrollar EM. Diversos estudios
observacionales han demostrado que un indice de masa corporal (IMC) elevado en la
nifiez y adolescencia se asocia con un mayor riesgo a desarrollar la enfermedad con
posterioridad.[69, 70] Otros hébitos alimenticios, como pueden ser un consumo de sal,
también se han asociado también con la EM. En concreto, el consumo elevado de sal
se ha correlacionado con un aumento en la actividad clinica y radiologica de pacientes
adultos con EMRR.[71] Por el contrario, en la EM pediatrica no han encontrado

asociacion entre un consumo elevado de sal y la incidencia de brotes.[72]

1.4 FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

Aunque el curso de la enfermedad y la sintomatologia pueden ser heterogéneos, se han
descrito distintas formas de presentacion y evolucidon bien caracterizados, que han
permitido su clasificacion en distintas formas.[73] De acuerdo con un consenso del

2013 respecto al curso clinico de la EM, a esta se la considera como una enfermedad
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unica, que puede evolucionar por fases segun el estadio evolutivo en que se encuentre
el paciente. En la mayoria de los pacientes suele predominar una fase inflamatoria,
pasando con posterioridad a una fase neurodegenerativa.[74]

Las formas de presentacion mas frecuentes incluyen la neuritis Optica, la afectacion
troncoencefalica y los sindromes de la médula espinal; sin embargo, la EM puede
debutar con una sintomatologia clinica menos habitual, incluido los sintomas
corticales. Los brotes de EM se desarrollan generalmente de forma progresiva y
subaguda, necesitandose dias para llegar a su manifestacion maxima. Los sintomas que
presenta el brote suelen alcanzar una meseta, que dura varias semanas y luego merman
gradualmente. La recuperacion clinica tras un brote puede ser completa, sobre todo en
aquellos pacientes jovenes que estan en una fase inicial de la enfermedad. Sin
embargo, una recuperacion clinica completa no significa que la ocurrencia de un brote
sea inocua. Por ejemplo, tras una neuritis 0ptica aguda, pueden persistir secuelas como
alteraciones de la vision cromatica, la sensibilidad al contraste y la percepcion de
profundidad.[75] A nivel cerebral, a medida que se pierde la reserva neuronal, la
recuperacion de los brotes puede ser incompleta, acumulandose un déficit
neurologicos que conduce gradual a una mayor discapacidad.

Previo al uso generalizado de los Farmacos modificadores de la Enfermedad (FME),
la fase SP de la EM solia desarrollarse tras 10 a 15 afios del debut de la enfermedad,
combinando un lento acimulo de discapacidad con la presencia de brotes leves. A
nivel clinico, no existe una transicién facilmente discernible entre los distintos tipos
de formas clinicas de la EM. La fase progresiva es mas facilmente diagnosticable de
manera retrospectiva.

El 85% de los pacientes comienzan su EM con la llamada forma RR, que esta

caracterizada por la aparicion de brotes de disfuncion neurologica focal, mas o menos
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reversibles, que pueden repetirse en el tiempo. Dentro de este fenotipo se engloba el
sindrome desmielinizante aislado, que consiste en un primer episodio agudo que afecta
a una o varias areas del SNC, y es la forma en la que debuta el 80% de los pacientes.[5]
En 5% al 15% de los casos hay un inicio progresivo, la llamada EM primaria
progresiva (PPMS), que tipicamente cursa con una acumulacion gradual de
discapacidad. La presentacion mas comin de esta forma de EM es mediante una
paraparesia espastica progresiva, aunque la ataxia de la marcha, los fallos visuales y
las alteraciones cognitivas también han sido descritos.

La EM se define como activa cuando se produce la aparicién de un brote clinico, o
bien cuando se objetiva la presencia de nuevas lesiones de RM en el transcurso del
tiempo. Ademas, la EM se puede subclasificar segun los pacientes hayan mostrado
datos de progresion de la discapacidad en el tiempo, o no.[74]

Por tltimo, se ha visto que el rendimiento escolar en nifios que luego desarrollan EM
es mas pobre que el de sus companeros[76], y una cuarta parte de los pacientes con
RIS tienen un deterioro cognitivo significativo con un perfil similar a los pacientes con
EM establecida.[77] Esto parece indicar que los cambios inflamatorios y
neurodegenrativos tipicos de la EM aparecen pueden ir apareciendo en el paciente

mucho antes del momento en que se establece el diagndstico.

1.5 DIAGNOSTICO

El diagnostico de la EM sigue siendo esencialmente clinico, basado en la presencia de
sintomas y signos tipicos de su afectacion en el SNC, que comprometen diversos
territorios topograficos, y que dicha afectacion sucede sumatoriamente en el tiempo
(lo que se denomina diseminacion espacial y temporal), siempre y cuando hayan sido
excluidas otras distintas causas que pudieran explicar mejor los sintomas que padece

el paciente. No existe ninguna prueba especifica que determine el diagnostico
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inequivoco de la EM. Hay numerosas enfermedades que afectan al SNC que pueden
dar una sintomatologia clinica o unos hallazgos radiologicos similares a la EM, y
pueden ser de causas infecciosas, autoinmunes, metabolicas o neurodegenerativas. Por
esto, en el proceso diagndstico a realizar ante sospecha de EM es necesario incluir
pruebas diagnosticas complementarias de perfil inmunologico, microbiologico y
bioquimico, para excluir la presencia de metabolopatias, infecciones y otras
enfermedades autoinmunes que pudieran simular una EM.[78]

Por todo esto, ante un paciente con sospecha de EM, existen una serie de pruebas
complementarias que son esenciales para facilitar un diagnostico mas precoz y preciso.
Estas herramientas son el estudio del LCR, la RM cerebral y medular, y los potenciales

evocados y la analitica sanguinea.

1.5.1 Resonancia magnética

La RM cerebral tiene una sensibilidad en la deteccion de placas de desmielinizacion
en torno al 95%. Sin embargo su eficacia esta limitada por su baja especificidad, dado
que no siempre se logra distinguir entre lesiones de distinta etiologia. A pesar de ello,
las imagenes de RM ayudan a evaluar la actividad de la enfermedad, su evolucién
clinica, la respuesta a tratamiento y sirven para correlacionarse con el grado de
discapacidad de un paciente.[79] Se ampliara toda la informacién relacionada con la

RM en el apartado de diagnostico.

1.5.2 Potenciales evocados

Los potenciales evocados sirven para evaluar la transmision de los impulsos eléctricos
en el SNC tras la estimulacion de un 6rgano sensitivo o sensorial periférico. La normal

transmision de estas sefiales eléctricas se ven comprometidas en presencia de lesiones
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desmielinantes. De esta manera, los potenciales evocados de distintos sistemas
sensitivos aferentes pueden encontrarse atenuados, ausentes o retrasados en presencia
de placas de EM. Los potenciales evocados tampoco son especificos de ninguna
enfermedad en concreto, pero su utilidad radica en que permiten la deteccion y

determinacion de lesiones asintomaticas del SNC.

1.5.3 Analisis de LCR

En EM, hasta en un 96% de los pacientes se detecta una sintesis inmunoglobulinas IgG
dentro del SNC. La sintesis intratecal de IgG se puede estudiar por distintos métodos.
Los métodos semicuantitativos se basan en la determinacion de una serie de indices.
Los mas utilizados son el indice de Tourtellote [80] y los indices de Reiber[81] y de
Tibbling [82]. El més sencillo es el indice de IgG, cuya formula es:

Indice de IgG: (IgG-LCR/IgG-suero) / (Albimina-LCR/Albumina suero)
El uso del cociente de albumina pretende ajustar la posible elevacion de la [gG de LCR
debida a un dafio de la BHE, que puede generar sesgos, al permitir el paso de
inmunoglobulinas séricas al espacio intratecal. En situaciones donde se produce una
rotura de la BHE, aumenta tanto la cantidad de IgG como de albumina intratecal,
debido a su difusion desde el suero, sin que aumente el indice de IgG.
Los valores normales del Indice de IgG se sitian entre 0,3-0,7. Valores superiores a
0.7 indican una sintesis intratecal de IgG. Este método presenta una alta especificidad
pero baja sensibilidad ya que alrededor del 30% de pacientes con sintesis intratecal de
IgG tienen valores normales segin los métodos semicuantitativos.
Los métodos de deteccion de sintesis intratecal de inmunoglobulinas de tipo cualitativo
son los mas sensibles y se basan en la deteccion de bandas oligoclonales (BOC) en el

LCR. Sin embargo, al igual que el resto de pruebas complementarias en EM, su
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presencia no es patognomonica de la enfermedad. Por ejemplo, las BOC también se

pueden encontrar en algunas infecciones del SNC.[83]

1.5.4 Criterios diagnosticos

A lo largo de los afios, ha habido diferentes criterios diagndsticos para la EM, que se
han ido actualizando conforme avanzaba el conocimiento de la enfermedad. Los mas
utilizados fueron los establecidos por Poser en el afio 1983.[84] Ante la creciente
evidencia cientifica que indicaba que el dafio del SNC se producia ya desde etapas
tempranas de la EM, surgi6 la necesidad de poner plantear un inicio precoz del
tratamiento con FME, para prevenir la aparicion posterior de un dafio irreversible. En
este contexto, en el afio 2000, un comité internacional de expertos presidido por
McDonald propuso una serie de nuevos criterios diagnosticos para la EM. La version
mas actualizada de dichos criterios data del ano 2017.[85] En esencia, para
diagnosticar EM es necesario demostrar la ocurrencia de brotes a nivel clinico, y la
presencia de lesiones en la RM craneo-medular. En la RM, las lesiones deben cumplir
criterios de diseminacion espacial (DIS, por sus siglas en inglés), y de diseminacion
temporal (DIT, en inglés). La mayor disponibilidad universal de la RM ha facilitado
un diagndstico cada vez mas precoz de la EM. El criterio de DIS se puede demostrarse
con la presencia de 1 o 2 lesiones T2, con una caracteristica tipica de EM, que afecte
topograficamente al menos dos territorios habituales en EM (localizacién
yuxtacortical, periventricular, infratentorial y medular). La diseminacion en el tiempo
se demuestra mediante la aparicion de una nueva lesion en T2 y/o una lesion captantes
de gadolinio en las RM sucesivas, o bien por la coincidencia en una misma RM de
lesiones captantes y no captantes.[86] En la ultima version de los criterios diagnodsticos

de McDonald, se da una mayor importancia al andlisis de LCR, dado que es la unica
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herramienta que ayuda a atribuir un origen inflamatorio de la enfermedad. El analisis
inicial del LCR es ttil tanto como factor diagnostico de la EM, como factor de
pronostico.[87] En los criterios diagnosticos actuales, la presencia de BOC puede

equipararse al criterio radiologico de DIT.[88]

1.6 NEUROPATOLOGIA

La EM se caracteriza por la aparicion de lesiones focales en la sustancia blanca,
localizadas tanto en corteza cerebral como en region subcortical. En estas lesiones,
existe una pérdida de mielina, asociando un grado variable de dafio axonal.[89, 90]
1.6.1 Desmielinizacion en la sustancia blanca

En la EM, las lesiones de la sustancia blanca suelen ser multiples, y se localizan
topograficamente en zonas caracteristicas del SNC: perivenulares, yuxtacorticales, en
nervio Optico y médula espinal. Su tamafio es variable, generalmente son inferiores a
1,5 cm de diametro, aunque pueden situarse cerca las unas de las otras, formando
placas de un mayor tamafio.[91] El sello caracteristico patologico de la EM son las
lesiones inflamatorias perivenulares, que conducen a la formacion de placas
desmielinizantes.[92]

Las lesiones desmielinizantes pueden tener diferente clasificacion, segun su situacion
y estadio evolutivo. Asi, puede haber placas con inflamacion activa, placas inactivas
y placas donde predomina la remielinizacion.[93] En las fases iniciales de la EMRR,
se ven "lesiones desmielinizantes activas ", donde predomina la inflamacion local, con
la participacion de linfocitos activa. En la fase progresiva de la enfermedad, en cambio,
las lesiones tienden a tener un nucleo de lesion inactivo rodeado por un borde estrecho
de microglia y macrofagos activados.[94]

Las lesiones activas tienen un borde mal definido, y se caracterizan por un importante

infiltrado inflamatorio, formado por linfocitos T CD8+ de MHC clase I, macrofagos y
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microglia activada. Las cé€lulas B y las células plasmaticas también estan presentes en
las placas desmielinizantes, aunque en menor proporcion.[89] En estas lesiones
pueden verse también restos de mielina, producto de la digestion por parte de
macro6fagos.[95] Como resultado de la inflamacién local, se produce en el cerebro un
dafio en los oligodendrocitos, y existe una posterior desmielinizacion focal. En fases
iniciales de la enfermedad, esta inflamacion focal no afecta a los axones, que se
mantienen indemnes. Sin embargo, a medida que la enfermedad progresa, se produce
un dano axonal irreversible.[96]

La composicion del infiltrado inflamatorio en la EMRR y progresiva es similar,
aunque varia en proporcion, siendo mayor la cantidad de células B y células
plasmaticas en la EM progresiva.[97] Aun no esta claro si el perfil de citocinas o la
etapa de activacion de las células T y las células B difieren entre los distintos tipos de
formas clinicas de la EM.[89] La remielinizacion se observa en todas las etapas de la
enfermedad, aunque es mas comun en la fase progresiva.[89]

No existe una diferencia histologica unica entre los distintos subtipos de EM, sino que
hay una diferente proporcion de los componentes celulares a nivel microscopico. Por
lo tanto, aunque se han definido distintas formas clinicas de EM, los cambios vistos en
la anatomia patologica pueden ir progresando evolutivamente. Esto podria encajar con
la evolucion gradual clinica que pueden experimentar los pacientes, desde EMRR
hasta la fase progresiva durante décadas.[98]

Le lesiones cronicas se caracterizan por tener poca actividad inflamatoria, y mantener
margenes bien definidos. A nivel histoldgico, existe una pérdida de vainas de mielina
y de oligodendrocitos, viéndose axones desmielinizados. Ademas, en lesiones cronicas
que presentan aun actividad inflamatoria, puede verse la microglia activada en la

periferia de la lesion.[94] En algunos casos, puede existir una remielinizacion parcial,
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observandose la existencia de oligodendrocitos y de axones débilmente mielinizados.

Esto sucede en las placas “en sombra”.[99]

1.6.2 Lesiones en la sustancia gris

La afectacion de la sustancia gris en EM comenzo6 a considerarse con mas detenimiento
en los ultimos afios, dado que ahora se sabe que el volumen global de desmielinizacién
que afecta la zona cortical puede superar incluso al de la sustancia blanca.[69] Las
lesiones neocorticales se pueden clasificar en tres tipos, en funcion de su localizacion
y extension: lesiones tipo I (o leucocorticales) que abarcan tanto la sustancia blanca
como la sustancia gris; lesiones tipo II (o intracorticales), que son lesiones que se
encuentran dentro de la sustancia gris, y las lesiones tipo III (o subpiales) que se
extiende desde la pia hasta las laminas corticales.[100] La mayoria de las lesiones
corticales son de tipo III (subpiales).[101] En comparacion con las lesiones activas de
la sustancia blanca, las lesiones corticales tienen menos células inflamatorias.[102]
Este hecho podria explicarse por el estado cronico de dichas lesiones. Las lesiones
corticales se asocian, ademas, con una inflamacion contigua de las leptomeninges,
generando asi una afectacion tanto difusa como focal, en forma de foliculos linfoides
ectopicos.[103] La presencia de lesiones corticales se asocia con una mayor
morbilidad, gravedad en el curso y mortalidad de la EM. [104]

1.6.3 Sustancia blanca y gris aparentemente normal

En pacientes con EM, la sustancia blanca y gris pueden no mostrar placas
desmielinizantes ni alteraciones patologicas a nivel microscopico, pero €so no
significa que el parénquima no esté afecto. Se ha demostrado que la sustancia blanca
y gris “aparentemente normal” también presentan cambios estructurales, tanto a nivel

histolégico como molecular, sugiriendo que existen también déficits asociados en el
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transporte axonal.[105] A menudo, se encuentran cambios en los nédulos de Ranvier
y datos de disfuncion axonal. El dafio neuronal en estas zonas “aparentemente
normales” es independiente de la desmielinizacion local.[106, 107] Los analisis
realizados hasta ahora sugieren que la disfuncion axonal se podria deber a la activacion

de la microglia que causa estrés oxidativo y secrecion de enzimas proteoliticos.[108]

1.7 FISIOPATOLOGIA

La EM se considera una enfermedad de tipo autoinmune. La hipdtesis mas aceptada
postula que linfocitos T autorreactivos desencadenarian una respuesta inflamatoria
patoldgica dirigida hacia una diana intratecal que estd aun sin identificar. La activacion
de estas células autorreactivas se podria generar mediante un mecanismo de
mimetismo molecular (con epitopos compartidos por la mielina y posibles agentes
infecciosos) o bien a través de superantigenos virales o bacterianos.

En los organos linfoides periféricos, las células T CD4+ autorreactivas se activan tras
interactuar con las células presentadoras de antigeno (CPA) e interactian con las
células B y los linfocitos T CD8+ induciendo su activacion. Esto aumenta la expresion
de moléculas de adhesion que les permiten traspasar la BHE. Ya en el sistema nervioso
central, los linfocitos T CD4+ autoreactivos pueden iniciar una reaccion inflamatoria
local mediante la secrecion de diversas citoquinas pro-inflamatorias como pueden ser
el IFN-y, TNF-a y la IL-17. Estas citoquinas, a su vez, desencadenan la activacion de
macrofagos y microglia, que inducen el reclutamiento de mas linfocitos adicionales
hacia el SNC (linfocitos T CD4+, linfocitos B, linfocitos T CD8 y monocitos). De esta
manera, se promueve la desmielinizacion focal y el dafio de neuronal. Estos procesos
patologicos son mediados tanto por un mecanismo citotoxico directo (linfocitos T
CD8+ citotoxicos), por el deposito de inmunoglobulina-complemento o bien a través

de citoquinas inductoras de apoptosis como el TNF-alfa. Como consecuencia del dafio
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tisular cerebral sufrido, se expondrian a su vez nuevos antigenos adicionales, que
producirian la diseminacidn de epitopos y se ampliaria asi la respuesta de los linfocitos

T. [109]

1.8 TRATAMIENTO

La EM es una enfermedad aun incurable. No obstante, en las ultimas 2 décadas se han
desarrollado numerosos tratamientos que demostraron ser efectivos en la reduccion de
brotes y de nuevas lesiones en RM, ademads de reducir la progresion de atrofia cerebral
y discapacidad en general. El tratamiento de la EM se puede dividir en terapias
modificadoras de la enfermedad, que tienden a ser especificas para la EM, y terapias

sintomaticas, utilizadas para tratar los distintos sintomas que pudiera tener el paciente.

1.8.1 Farmacos Modificadores de la Enfermedad

Inicialmente, se disponia de los llamados FME solo para las formas en brotes de la
EM. En la actualidad, existen FME también ttiles en las formas progresivas de la
misma. En sentido general, la aparicion gradual de tratamientos para tratar la EM,
sumado a una menor tolerancia de la comunidad médica a la presencia de actividad
inflamatoria en el SNC, estan cambiando la evolucion a largo plazo de las personas
con EM.

Historicamente, los primeros farmacos inmunomoduladores que se utilizaron para el
tratamiento de la EM fueron el interferon beta (IFN-B) y el acetato de glatirdmero. El
mecanismo de accion del interferén beta es atin desconocido. No obstante, se sabe que
modula la respuesta proinflamatoria hacia un perfil mas antiinflamatorio,
promoviendo distintos mecanismos reguladores.[110] Por otro lado, el acetato de

glatirdmero es un tetrapéptido sintético que demostro suprimir la induccion de EAE en
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animales de experimentacion. En humanos, se cree que su efecto terapéutico se
produce a nivel periférico, gracias a una atenuacion de la respuesta inflamatoria
mediante la induccion de tolerancia a algunos antigenos de la mielina.[111]

Con el paso de los afios, se desarrollaron diversas terapias para el tratamiento de la
EM, que van dirigidas hacia diferentes dianas del sistema inmunitario, y tienen
diferentes mecanismos de accion. De esta manera, en la actualidad se puede ofrecer un
tratamiento mas personalizado para esta enfermedad, pudiendo elegir incluso entre
distintas posologias de un mismo tratamiento (ej en IFN-B). Dentro de las diferentes
opciones de tratamiento, esta el natalizumab, que es un anticuerpo monoclonal dirigido
hacia la a4-integrina linfocitaria e impide la migracion de los linfocitos al SNC [112]
o Alemtuzumab, que es un anticuerpo anti-CD52. El Alemtuzumab es un farmaco que
induce una deplecion de linfocitos hematicos seguida de una repoblacion que tiene
como objeto la induccidon de una “reprogramacion” de la inmunidad adaptativa.[113]
En el tratamiento de la EM, uno de los hitos importantes de los ultimos afios fue la
introduccion de tratamientos orales, como fue el caso del fingolimod, que es un
farmaco modulador del receptor de la esfingosina-1-fosfato y retiene a los linfocitos
activados en los ganglios linfaticos periféricos.[114] Otra opcion disponible por via
oral es la Teriflunomida, que disminuye la proliferacion de linfocitos T y B activados
mediante la inhibicion de la enzima mitocondrial dihidroorotato deshidrogenasa.[115]
Ademas, el dimetil-fumarato también esta disponible por via oral, es un agente
inmunomodulador que induce la inhibicion de células de memoria y células efectoras
y un aumento de células reguladoras por mecanismos atn no del todo conocidos entre
los que podria estar la activacion de factor nuclear kappa 2.[116] Mas recientemente,
se dispone de la cladribina, que es nucledsido analogo de la desoxiadenosina. Su

mecanismo de accion radica en la induccion de la apoptosis linfocitaria, mediante
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acciones directas e indirectas sobre la sintesis de DNA y la funcion mitocondrial del
linfocito. El mecanismo mediante el que la cladribina ejerce sus efectos beneficiosos
en la EM no esta completamente esclarecido, pero se piensa que esta relacionada con
la deplecion selectiva de los linfocitos B y T, influyendo en la cascada de eventos
inmunitarios asociados a la EM.[117] [118] Ademas, mas recientemente salidé al
mercado el ocrelizumab, que es un anticuerpo monoclonal anti-CD20, que produce
una deplecion especifica de los linfocitos B. El ocrelizumab es la primera opcion
terapéutica disponible para las formas progresivas de la enfermedad.[110]

Debido al aumento en el arsenal terapéutico disponible, y a los efectos secundarios
potenciales que pueden tener algunos tratamientos, es muy importante la busqueda de
biomarcadores que permitan identificar aquellos farmacos que presenten un mejor
perfil de eficacia y seguridad para cada paciente en concreto, posibilitando asi la
terapia especializada en la enfermedad. Esta necesidad en EM est4 atn sin cubrir de

manera universal.

1.8.2 Tratamientos de los distintos sintomas asociados con la EM

Los tratamientos sintomaticos son aquellas distintas terapias, tanto farmacolodgicas
como no-farmacologicas, que van dirigidas a atenuar los sintomas distintos que
produce la EM, sin afectar en su evolucion. En términos generales, estos tratamientos
no son especificos de la EM. Dentro de los farmacos sintomaticos disponibles, se
encuentran los anticolinérgicos para la disfuncion de la vejiga, aunque pueden
contribuir por su mecanismo de accion, al deterioro cognitivo del paciente, o bien
medicamentos para el dolor neuropatico, que suelen ser generalmente antidepresivos
triciclicos o antiepilépticos a dosis bajas. El tratamiento del deterioro cognitivo en la

EM es complejo y se centra en la prevencion, la deteccion precoz y la
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neuroestimulacion. Ademas, varias terapias sintomaticas han sido autorizadas
especificamente para su uso en la EM, como puede ser el cannabidiol para el
tratamiento de la espasticidad y fampridina para mejorar la marcha en pacientes que
experimentan dificultades al caminar

Respecto al tratamiento de los brotes, cabe destacar que los corticoides siguen siendo
la opcion maés utilizada, dado que disminuyen la intensidad y la duracién de los
mismos. La metilprednisolona a dosis altas, tanto por via intravenosa como por via

oral, suele ser el farmaco mas utilizado.

1.9 EMBARAZO Y ESCLEROSIS MULTIPLE

1.9.1 Cambios inmunolégicos durante el Embarazo

En las mujeres embarazadas, la adaptacion local del sistema inmune materno permite
una coexistencia exitosa entre la madre y la unidn feto-placentaria, que expresa en su
superficie los genes maternos (propios) y paternos (ajenos).[119, 120] Las respuestas
inmunes adaptativas de tipo citotdxico se ven atenuadas durante este periodo, mientras
que la inmunidad adaptativa tolerogénica puede aumentar.[121] Por el contrario, la
inmunidad innata permanece intacta durante un embarazo. De esta manera, el sistema
inmunitario contintia proporcionando una defensa adecuada del huésped contra
diferentes infecciones, y permite la interaccion del organismo materno con los tejidos
fetales para promover una placentacion exitosa y que el embarazo llegue a término.

[122-125]

1.9.2 Mecanismos de defensa inmunitaria de la placenta y las

membranas extraplacentarias
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Las caracteristicas unicas de las células que componen la unidon madre-placenta
explican la notable capacidad que tiene el tejido fetal para habitar el huésped materno,
a pesar de ser genéticamente distinto. La inmunidad materna influye en la correcta
implantacion de la decidua.[126] De esta manera, la placenta esta protegida del ataque
por parte de las células del sistema inmune materno mediante la sintesis de receptores
solubles de citoquinas proinflamatorias que inhiben su union a la membrana celular,
la expresion de receptores de apoptosis (Fas) no funcionales y la secrecion de citocinas

anti-inflamatorias.[127—-130]

1.9.3 Mecanismos protectores inmunes especificos

1.9.3.1 Expresion alterada de HLA y moléculas relacionadas

La respuesta inmune primaria de tipo celular, que se desarrolla contra un tejido
trasplantado, se dirige habitualmente contra las principales proteinas del complejo
principal de histocompatibilidad del tejido donante.[131] En los humanos, estas
proteinas se denominan Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA). Si bien
conceptualmente se ha comparado la unidon madre-placenta con un trasplante
alogénico, la placenta no se comporta exactamente como trasplante tipico, ya que las
proteinas derivadas de los genes HLA no se expresan de manera codominante en las
membranas celulares del trofoblasto, a diferencia de las células de otro tipo de 6rganos.
-HLA clase I: se cree que la regulacion estricta de la expresion de moléculas
especificas de HLA clase I en el trofoblastos protege al feto contra la inmunidad
materna dirigida contra el HLA de clase I extrafio (en este caso, paterno). Respecto al
HLA de clase Ia, los trofoblastos extravillosos no expresan HLA-A o B sino
exclusivamente HLA-C, que juega un papel importante en la proteccion de infecciones

y en la induccion de tolerancia interactuando con los receptores inhibidores de las
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células NK.[119, 132] Ademas expresan moléculas HLA no clasicas, como son la
clase Ib, HLA-E, y HLA-G[119, 133, 134] que también pueden modular la respuesta
inmune materna mediante su interaccion con los receptores inhibidores de las NK
uterinas, de los macrofagos y de las células T CD8+ citotoxicas,[119] facilitando asi
la placentacion.[ 134, 135]

-Familia B7: estas moléculas coestimuladoras se expresan en las células del trofoblasto
y pueden desempefiar un papel fundamental en la tolerancia inmunologica del feto. En
concreto, la proteina B7H1, que tiene propiedades inhibidoras de linfocitos, se expresa
exclusivamente en el sincitiotrofoblasto y reduce la activacion de los linfocitos
maternos. Ademas, el trofoblasto expresa el receptor de muerte programada tipo 1
(PD-1) que, al interactuar con su ligando (PD-L1) de los linfocitos maternos, promueve
la estimulacion de la células T reguladoras (Treg) e inhiben la activacion de células
Th17.[136-138]

-Microparticulas: se cree que las microparticulas derivadas de la placenta desempefian
un papel importante en la regulacion del sistema inmunitario materno durante el
embarazo. Estas pueden ser las microvesiculas y los exosomas, que contienen distintas
proteinas placentarias, ARNm y microARN. Diversos estudios han demostrado que el
trofoblasto segrega FasL activo a través de exosomas y microvesiculas, que
favorecerian su tolerancia por parte del sistema inmune materno.[139, 140]
-Superfamilia de TNF: inducen apoptosis y pueden tener un papel importante en la
proteccion de la placenta, al inducir la apoptosis de células T citotdxicas.[127, 128,
141, 142]

-Proteinas reguladoras del Complemento: Las c€lulas de trofoblasto expresan diversas
proteinas reguladoras del complemento: CD46 (proteina cofactor de membrana

[MCP]), CDS55 (factor acelerador de la descomposicion del complemento) y CD59
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(inhibidor de la membrana de lisis reactiva).[143, 144] Las proteinas reguladoras del
complemento son fundamentales para proteger los tejidos extraembrionarios de los
anticuerpos citotdxicos maternos, ya que la activacion del complemento conduciria a
una opsonizacion y lisis posterior. La evidencia que respalda el papel de las proteinas
reguladoras del complemento en la tolerancia inmuno-placentaria viene dada por
distintos estudios de delecion genética. En ratones, la ausencia de la proteina
reguladora del complemento derivada del gen Crry conduce a una afectacion
placentaria mediada por el depdsito local de complemento, que lleva a la lisis celular
en el sitio de implantacion, seguido de una reaccion inflamatoria intensa y la muerte
fetal.[145]

1.9.3.2 Factores inmunomoduladores sanguineos

La modulacién del sistema inmune materno durante el embarazo también puede ser
conferida mediante la sintesis de distintas moléculas inmunosupresoras o
inmunorreguladoras. Como ejemplo, la placenta humana produce progesterona,
prostaglandina E2 (PGE2) y citoquinas antiinflamatorias, como son la interleucina (IL)
10 y la IL-4.[146]. Por ejemplo, la IL-10 parece estimular la produccion de HLA-G
[147], y esta via puede ser importante en situaciones patologicas como puede ser la
preeclampsia.[148] Los estudios que utilizan ratones “knockout” para IL-10 han
resaltado el papel potencialmente protector que tiene esta citoquina durante el
embarazo.[149] La Linfopoyetina Estromal Timica (TSLP en inglés, por Thymic
Stromal Lymphopoietin) también puede desempefiar un papel regulatorio durante el
embarazo. La TSLP secretada por las cé€lulas del trofoblasto estimula las células
dendriticas deciduales (dDC) para producir IL-10 y el ligando 17 de la quimiocina

(CCL17).[150]

1.9.4 Cambios inmunitarios del utero tras la implantacion embrionaria
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Uno de los primeros cambios inmunologicos que se producen en el Gitero materno tras
su fecundacion es un cambio en la proporcion de distintas subpoblaciones
leucocitarias. La poblacion de células NK endometriales cambia de células NK
uterinas a cé€lulas NK deciduales (CD56brightCD16-), que son menos citotdxicas
durante embarazo, tanto en humanos como en roedores.[151] Ademas, distintos datos
apuntan a que estas células son esenciales para el mantenimiento del embarazo,[152]
desempefiando un papel en la invasion del trofoblasto, la angiogénesis decidual y
placentaria, y posiblemente la vasculogénesis fetal y uterina.[125, 153, 154]

Los macrofagos deciduales pueden experimentar una variabilidad fenotipica,
adaptandose a los cambios del microambiente local. Durante el periodo de
implantaciéon, muestran un fenotipo M1 (inflamatorio). Durante el periodo de
placentacion, hay una mezcla de macréfagos deciduales M1 (inflamatorios) y M2
(toleragénicos). Luego de la fase de placentacion, predominan los macrofagos del
fenotipo M2.[152, 155] La placenta puede promover estos cambios mediante la
secrecion de distintos factores solubles.[152]

-Prostaglandina E2: La prostaglandina E2 (PGE2) es producida por macréfagos
uterinos y células deciduales. Su presencia dificulta la proliferacion linfocitaria.
-Progesterona: La progesterona es la hormona dominante del embarazo. Es producida
inicialmente por el cuerpo luteo, siendo la placenta la responsable de casi toda su
produccion durante el resto del embarazo. Altas concentraciones de progesterona
pueden suprimir la respuesta inmune materna.[156] En relacion a esto, la progesterona
puede alterar el equilibrio de las células T helper 1 (Thl) / células T helper 2 (Th2) e
inhibir la produccion del TNF-alfa, tanto en animales de experimentacion como en

humanos.[157, 158]
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Ademas, la poblacion de células T uterinas durante el embarazo son principalmente de
naturaleza reguladora.[159] De hecho, si se da un aumento anomalo de células T CD4
+ Th17, o bien un ratio inadecuado Th17-Tregs, aumenta el riesgo de complicaciones
del embarazo, como son el aborto espontaneo, la preclamsia y el parto prematuro.[ 160,

161]

1.9.5. Embarazo y EM

Dado que la EM se diagnostica con mayor frecuencia en mujeres jovenes, el embarazo
y la planificacion familiar forman parte del dia a dia de muchas mujeres con EM. La
evidencia actual sugiere que el embarazo no aumenta el riesgo de discapacidad a largo
plazo en la EM. Sin embargo, esto no significa necesariamente que no haya morbilidad
en este periodo, especialmente en aquellas pacientes que traen una enfermedad muy

activa.[162]

1.9.6 Farmacos Modificadores de l1a Enfermedad y embarazo

Ninguno de los FME utilizados para el tratamiento de la EM tiene indicacion durante
el embarazo. No obstante, en pacientes que mantienen actividad clinica previo a la
concepcion, la evidencia cientifica actual contempla el posible uso de los FME maés
seguros durante el embarazo.[163] La exposicion a los FME durante el proceso de
gestacion conlleva distintos tipos de riesgo, que dependen de cada FME en concreto y
del momento gestacional en el que ocurren.[164, 165] A nivel cientifico, existe una
gran dificultad para realizar estudios farmacoldgicos aleatorizados durante el
embarazo, debido al riesgo potencial que pueden asociar y la dificultad para estudiar
posibles complicaciones en madre y neonato.[ 166] Ante esto, los estudios de tipo caso-

control, las cohortes prospectivas o los programas de fArmaco-vigilancia suelen ser la
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mejor alternativa disponible para proporcionar evidencia cientifica en este
contexto.[167]

En 1979, la FDA establecid cinco categorias de riesgo de letras, A, B, C, D o X, para
indicar el potencial riesgo de un medicamento si se usa durante un embarazo, en base
a lo estudiado en animales de experimentacion y exposiciones en seres humanos. En
2015, la FDA reemplazo dichas categorias de riesgo por un resumen mas descriptivo
del riesgo, basado en los datos disponibles. De esta manera, todos los farmacos y
tratamientos bioldgicos aprobados después del 2015 deben proporcionar en su ficha
técnica toda la informacién disponible sobre el riesgo obstétrico, ya que de esta manera
es mas facil de entender y facilita la toma de decisiones. Se cree que farmacos que atn
mantienen la nomenclatura de riesgo obstétrico de tipo alfabética clasica,
probablemente tengan que incorporar gradualmente los cambios en su ficha técnica en
un futuro cercano.

Algunos FME necesitan un periodo de lavado obligatorio para evitar cualquier posible
interferencia con el desarrollo fetal. De esta manera, a veces se requiere un periodo de
lavado controlado, para evitar una reactivacion de la EM y no interferir con el
embarazo.[168] En sentido general, el periodo de lavado de DMT debe ser lo mas corto
posible, para evitar una reactivacion de la enfermedad. En relacion a esto, un grupo de
consenso propuso el uso de corticosteroides mensuales hasta que se logre el embarazo
en mujeres con EM muy activas o aquellas con antecedentes de concepcion tardia.
Actualmente, la disponibilidad de FME inductores de deplecion linfocitaria de efecto
prolongado puede suponer una alternativa viable para intentar concebir sin que la
paciente discontinue su tratamiento.[169]

El interferon-beta y el acetato de glatiramero han sido tratamientos de primera linea

en la EM durante mas de 2 décadas, por lo que disponen de los registros de exposicioén
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durante el embarazo y seguridad mas grandes. Los interferones pertenecen a la
categoria C del embarazo. Algunos informes sugieren que la exposicion materna
humana al interferén-beta se asocia con menores pesos y estatura al nacer y una mayor
incidencia de nacimientos prematuros, pero otros estudios no confirmaron estos
hallazgos.[169, 170] El problema es que se hubo mayor tasa de abortos en modelos
de primates, cuando se lo usé durante el primer trimestre, pero con una dosis de 2,8 a
40 veces mayor a la recomendada en humanos.[171] El acetato de glatirdmero es de
categoria B para el embarazo, siendo el que tiene la mejor calificacion entre los FME.
No atraviesa la barrera placentaria y no se ha asociado con efectos negativos en el
embarazo en animales de experimentacion ni en humanos.[169] La teriflunomida es el
FME con peor riesgo, dado que tiene una categoria X. Mostré efectos teratogénicos y
mayor tasa de abortos en embriones de multiples especies animales, y lo hizo a dosis
inferiores de las utilizadas clinicamente. En este farmaco, existe un protocolo de
eliminacion rapida para reducir rapidamente los niveles de Teriflunomida a menos de
0,02 pg / ml (utilizando colestiramina oral durante varios dias); de lo contrario, puede
persistir en el cuerpo hasta por 2 afios. El Fingolimod tiene categoria de riesgo C para
embarazo, es teratogénico en ratas y esta asociado con malformaciones fetales, muerte
y retraso del crecimiento en modelos de conejo y rata. Ademas, cuando se discontiniia
su tratamiento, la eliminacién del Fingolimod tarda aproximadamente dos meses, por
lo que este es el periodo de lavado recomendado previo a concebir. El dimetilfumarato
pertenece a la categoria C de riesgo en embarazos. Hasta la fecha, no se han notificado
malformaciones en seres humanos. En ratas, si se asocid6 con embriotoxicidad y
teratogenicidad, observandose malformaciones coccix y huesos del craneo,
sucediendo a dosis dos veces superiores a recomendada en humanos. En base a su vida

media corta, se da la posibilidad de evitar un periodo de lavado.[172]
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Natalizumab, categoria de embarazo C, se ha utilizado durante embarazos humanos
sin teratogenicidad notable, pero los recién nacidos pueden experimentar anomalias
hematoldgicas transitorias que incluyen anemia y trombocitopenia. En cobayas, se ha
asociado con una menor supervivencia de las crias cuando se la prob6 a una dosis 7
veces mayor de la usada en humanos. En primates, hubo anomalias hematologicas
fetales reversibles, cuando se probo a dosis 2,3 veces de la recomendada en humanos.
Cuando se planifica un embarazo en pacientes que reciben natalizumab, el periodo de
lavado debe ser lo mdas breve posible para evitar la reactivacion de la EM, con
recomendaciones que oscilan entre 6-8 semanas. Actualmente, su ficha técnica
contempla el uso mantenido del Natalizumab durante el embarazo, espaciando un poco
sus dosis, en pacientes con alto riesgo de reactivacion de la enfermedad. Basandose
en la fisiologia del embarazo, se sugirid que se podria justificar la ausencia de lavado,
ya que los anticuerpos monoclonales no atraviesan la placenta hasta el segundo
trimestre, por lo que el riesgo teratogénico es poco probable.[173] La justificacion se
basa en que la IgG es el nico tipo de anticuerpo que atraviesa significativamente la
placenta y esta transferencia no comienza hasta la semana 13, alcanzando su punto
maximo en el tercer trimestre.[174] Alemtuzumab pertenece a la categoria C del
embarazo. Es letal para los embriones en ratones y puede reducir el recuento de
linfocitos al nacer. Existe un mayor riesgo de hipotiroidismo y enfermedad de Graves
neonatal. No obstante, estudios recientes sobre la exposicion involuntaria al
alemtuzumb durante su periodo de desarrollo clinico no mostraron una mayor
morbilidad obstétrica ni mayor tasa de abortos en comparacion con la poblacién
general.[175] La mitoxantrona, categoria D del embarazo, se asocio con retraso del

crecimiento y parto prematuro en modelos animales, y hubo un caso de sindrome de
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Pierre Robin en exposiciones humanas. Por esto, se recomienda un periodo de lavado
de al menos 6 meses previo al embarazo.

Para la paciente embarazada con EM, la mejor opcion siendo la de evitar los FME
durante la concepcidn, siempre que sea posible. No obstante, el acetato de glatiramero
y el interferon-beta han recibido recientemente el visto bueno para ser utilizados
durante la concepcion, basdndose en la experiencia acumulada de casos
reportados.[176] De esta manera, en la actualidad se recomienda no utilizar periodos
de lavado en estos dos farmacos, y considerar mantenerlos durante todo el embarazo

en pacientes con una alta actividad clinica.
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2. OBJETIVOS:
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Objetivos:

1.

50

Analizar el retraso habitual que pueda experimentar una paciente con EM hasta
logar un embarazo.

Analizar la morbilidad materno-fetal que pueda haber ocasionado, en nuestra serie,
la exposicion a FME durante la gestacion.

Analizar prospectivamente los titulos de distintas citoquinas, tanto de funciones
proinflamatorias y como de funciones reguladoras, durante el embarazo y
puerperio. Se incluyo6 en el andlisis el IFN gamma, IL-4, IL-10, TNFa, TGFb y
citoquinas placentarias. Se incluy6 en el analisis ademas el perfil TH17 y el Factor
Estimulante de Colonias de granulcitos y Macrofagos (GM-CSF).

Cuantificar el eventual dafo axonal generado durante el embarazo y posparto
mediante el andlisis de los titulos de neurofilamentos en suero.

Analizar la correlacion de los todos factores sanguineos incluidos en el estudio con

la clinica evolucidn clinica experimentada por las pacientes.



3. MATERIALES Y METODOS:
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3.1 Pacientes

Se incluyeron pacientes con diagnostico de EM, que hayan completado su embarazo
y que hayan otorgado su consentimiento informado para participar en el estudio. La
fecha del parto se produjo entre enero de 2007 y julio de 2018. Para el diagndstico de
EM se utilizaron los criterios de McDonald, actualizados segun la fecha en la que se
produjo el embarazo.[85, 177] Como grupo control se utiliz6 un grupo de mujeres
embarazadas sanas, emparejadas por edad, elegidas al azar de nuestro centro. Tanto la
cohorte de pacientes como el grupo control han sido valoradas prospectivamente
durante el embarazo y en el puerperio en el Hospital General Universitario Gregorio
Maranén de Madrid (HGUGM) con los cuidados prenatales, gestacionales y posparto
pertinentes. El HGUGM es un hospital publico perteneciente al Servicio Madrilefio de
Salud, con 1.671 camas instaladas para pacientes hospitalizados y una poblacion
asignada de 317.940 personas. En el presente estudio se excluyeron aquellas
participantes que desearon realizar el seguimiento evolutivo de su embarazo en otro
centro hospitalario y se excluyeron también del analisis las pacientes que abortaron.
Todas las pacientes con EM, una vez confirmado el embarazo y tras obtener su
consentimiento informado, fueron valoradas prospectivamente en consulta, analizando
las distintas variables clinicas planificadas de una manera estandarizada. Las
valoraciones neuroldgicas han sido trimestrales durante el embarazo, y semestrales tras
el parto, hasta completar los 2 afios.

En las pacientes con EM, los datos fueron recogidos de manera sistematica, y se
incluy6 edad, historial reproductivo, forma clinica de EM, afios de evolucion de la
enfermedad, tasa anualizada de brotes (TAB) desde el inicio de la enfermedad, grado
de discapacidad mediante la Escala Expandida del Estado de Discapacidad de Kurtzke

(EDSS, por sus siglas en inglés) y el historial de tratamiento farmacologico recibido.
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Se utilizaron las caracteristicas de la propia cohorte de pacientes en estudio como
autocontrol del nimero de brotes y grado de discapacidad entre los periodos
preembarazo, embarazo y posparto. Se considerd como brote la aparicion, reaparicion
o empeoramiento de signos de disfuncidén neurologica focal, de més de 24 h de
duracion, en ausencia de fiebre.

Una parte de los resultados clinicos de esta cohorte fueron publicados como un estudio
observacional descriptivo, antes del inicio del presente estudio.[178] (ANEXO). En
dicho momento, pudimos comprobar que nuestra cohorte de pacientes EM
experimento, durante el embarazo y posparto, los cambios clinicos esperables para este
periodo, y que estaban en linea con lo publicado al respecto.[179] Para la realizacion
del presente trabajo, se amplid el reclutamiento de pacientes, para mejorar la potencia

estadistica.

3.2 Muestras biologicas:

El andlisis bioquimico e inmunologico se realizd en el suero de pacientes EM
embarazadas y en su grupo control. Las muestras sanguineas se obtuvieron entre las
semanas 8-12 del primer trimestre de embarazo, entre las semanas 13-28 del segundo,
y entre las semanas 29-37 del tercero. En el puerperio, las muestras se obtuvieron
dentro del primer trimestre postparto. Después de la recoleccion, las muestras se
dividieron el alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta su analisis. Al finalizar el
periodo de reclutamiento, las alicuotas fueron descongeladas, procesadas y analizadas
todas a la vez. La mediana de tiempo desde la Gltima muestra sanguinea en cada
paciente hasta su andlisis fue de 3,1 afios, la media fue de 4,38 afios y el rango

intercuartilico: 1,7 a 7,5 anos.
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3.3 Métodos para la cuantificacion de las citoquinas analizadas y

NIL

En el presente estudio se analizd, en cada trimestre del embarazo y posparto, los titulos
de citoquinas especificas asociadas con los perfiles proinflamatorios y regulatorios.
Dentro de los parametros a estudiar, se incluy6 IFN gamma, IL-4, IL-10, TNF-a, TGF-
b y citoquinas placentarias. Se incluy6 en el analisis ademas el perfil TH17 y el Factor
Estimulante de Colonias de granulcitos y Macrofagos (GM-CSF). Ademas, se incluyo
en el andlisis la determinacion del perfil de inmunoglobulinas, el titulo de cadenas
ligeras libres y los niveles de la proteina C reactiva, Vitaminas D, estrégenos,
progesterona y prolactina. Por tltimo, se analizé también prospectivamente el titulo
de neurofilamentos.

Respecto a la metodologia de analisis en si, el PD-L1 se evalué mediante un kit ELISA
de R & D SystemsTM. Se exploraron GM-CSF e IL-17 con kits de ELISA de
BioLegendTM. Finalmente, se evaluaron IFN-y, IL-10 y TNF-a utilizando kits de
ELISA de ElabscienceTM. Por ultimo, los niveles de la cadena ligera de los
neurofilamentos se determinaron mediante ELISA (UmanDiagnostics, Umea,

Sweden) segun las indicaciones del fabricante.

3.4 Analisis estadistico

Las metodologia especifica utilizada para el analisis estadistico de cada publicacion
realizada aparece en la seccion Material y Métodos de cada manuscrito. Globalmente,
para el anélisis estadistico se utilizé el programa IBM SPSS Statistics 27 y el Graphpad
Prism 5 (GraphPad software, La Jolla, USA). Las caracteristicas basales se
compararon entre los grupos mediante la prueba de Kruskal Wallis para las variables

continuas o la prueba exacta de Fisher para las variables categoricas. Los test
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estadisticos empleados para la comparacion entre dos grupos fueron el test de U de
Mann Whitney mientras que para la comparacion de 3 o mas grupo utilizamos la
prueba de Kruskal-Wallis, o el andlisis de la varianza (ANOVA, por sus siglas en
inglés). Para el analisis de tablas de contingencia utilizamos el test exacto de Fisher.
Para el andlisis de curvas de supervivencia utilizamos el test de Kaplan-Meier. Se

consideraron estadisticamente significativos los valores de p menores a 0.05.
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4.1 TIME TO PREGNANCY IN MULTIPLE SCLEROSIS: A

CASE-CONTROL STUDY

Cuello JP*, Romero Delgado F, Lozano Ros A, Salgado Camara P, Garcia Dominguez
JM, Higueras Y, Goicochea Briceno H, Garcia-Tizon Larroca S, De Leon-Luis J,
Martinez Gines ML. Hospital General Universitario Gregorio Marafidon, Spain

DOI: 10.26420/austinjclinneurol.2017.1123

Objetivos y justificacion del estudio:

La esclerosis multiple (EM) es el trastorno neurologico degenerativo mas comun en
adultos jovenes, con un predominio claro en el sexo femenino. Por otro lado, la
fertilidad potencial de cualquier pareja es impredecible y potencialmente incierta. El
Tiempo Empleado Hasta Lograr Un Embarazo (TTP, por sus siglas en inglés) es un
parametro utilizado para calcular el retraso habitual que puede requerir una pareja para
logar la fecundacion. Se refiere a la cantidad tiempo, medido en meses, que una pareja
requiere hasta la concepcion, al mantener relaciones sexuales sin proteccion. En
parejas normales, la tasa porcentual de concepcion después de 6 meses es cercana al
75%. Con el aumento del TTP, hay una disminucién importante en la tasa de
concepcion por ciclo menstrual. En la EM, el TTP se puede utilizar para una mejor
planificacion del embarazo y para lograr una mejor estrategia farmacoldgica.
Métodos:

Fue un estudio longitudinal de casos y controles. Se incluyeron pacientes con EM, que
hayan estado embarazadas, entre los periodos de 2007 y 2016. Como grupo control se
incluyeron pacientes sanas, elegidas al azar de nuestro centro. Los datos demograficos
y las caracteristicas clinicas de las pacientes con EM se realizaron mediante el andlisis
de sus historias clinicas y se complementé la posible informacion faltante con
entrevistas sistematizadas a los pacientes.

Resultados:
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Se incluyeron de forma consecutiva 54 pacientes con EM embarazadas y 64 controles
sanos. No se encontraron diferencias en los datos demograficos, excepto por una
mayor proporcion de primiparas en el grupo control. No hubo diferencias en el TTP
entre ambos grupos. La mayoria de los embarazos ocurrieron durante los primeros 6
meses (75%).

Discusion:

Ninguno de los DMT estd aprobado durante el embarazo y algunos necesitan un
periodo de lavado obligatorio para evitar dafio fetal. Este periodo de lavado conlleva
el riesgo de reactivacion de la EM. No encontramos diferencias significativas en TTP
entre pacientes con EM y controles, ocurriendo la mayoria de los embarazos durante
los primeros seis meses de su busqueda. Nuestros resultados sugieren ademas que no
existe un impacto directo de la EM sobre la fecundidad, comparado con mujeres sanas
de la misma edad. En pacientes con EM, conocer el TTP habitual podria ser
importante, ya que permite planificar mejor el periodo de lavado que ciertos FME

puedan requerir.
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Abstract

Multiple sclerosis (MS) is the most common degenerative neurologic
disorder in young adults, with a female predominance. A couple’s fertility is
inherently uncertain. Time to Pregnancy (TTP) refers to the number of menstrual
cycles exposed to unprotected intercourse until conception. In normal couples,
the cumulative pregnancy rate after 6 months is near 75%. With increasing TTP,
there is an important decline in conception rate per cycle. In MS, TTP can be
*Corresponding author: Cuello Juan Pablo, used to a better birth planning regarding pharmacotherapy.
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Universitario Gregorio Marafién, Calle Doctor Esquerdo
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Methods: Case-control, longitudinal study. Pregnancies between 2007-
2016 was included. Demographical data and clinical characteristics of MS
patients were analyzed by medical records and patients interview.
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Results: 54M tient: 4 control incl tively. N
Published: September 05, 2017 esults: 54MS patients and 64 controls were included consecutively. No

differences in demographical data were found, except for a higher proportion
of primiparous in the control group. We found no differences in TTP between
groups. The majority of pregnancies occur during the first 6 months (75%).

Discussion: None of the DMT is approved during pregnancy, and some
need a mandatory washout period, to avoid fetal harm. The washout period
entails the risk of MS reactivation. We found no significant difference in TTP
between MS patients and controls, occurring the majority of the pregnancies
during the first six months. These results further suggest that there is no direct
impact of MS on fecundity when comparing to healthy age-matched women.
In MS patients, knowing the usual TTP could be important, because there is
an increased risk of relapse in those patients where the DMT were withdrawn.

Keywords: Multiple sclerosis; Pregnancy; Time to pregnancy; DMT;
Washout period

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is the most common degenerative
neurologicdisorderinyoungadults, withatleast2.5 millionindividuals
affected worldwide. The disease shows a female predominance that
now approximates 3 to 1. Nowadays, pharmacotherapy is probably
one of the most important issues regarding pregnancy in MS [1].
Fecundity refers to the biological ability to give birth. It is estimated
for a population by the Time to Pregnancy (TTP), which refers to
the number of menstrual cycles exposed to unprotected intercourse
until conception. In normal couples, the fecundity, or the chance to
achieve a pregnancy within one cycle, is 20% [2,3]. While the process
of attempted conception over time can be modeled as occurring in
continuous time, it has been proposed to model the process as one
that occurs over successive discrete menstrual cycles [4]. This is
because most of the pregnancies occur within the first six menstrual
cycles. In fact, in normal fertile couples, the cumulative pregnancy
rate after 6 months ranges from 75 to 90% [2,5,6]. A TTP of 12
months or more is often used as a measure of sub fecundity [7]. TTP
estimations are important to find suitable thresholds to determine
the prevalence of subfertility. These thresholds are used as the major
indicator for timing routine infertility investigations and eventually
starting treatment [5]. In MS, TTP can be used to a better birth
planning regarding pharmacotherapy. Nowadays there are distinct

approved disease-modifying therapies (DMT) for relapsing forms of
MS, which encompass many different mechanisms of action. None of
the DMTs are approved for use in women who are actively trying to
become pregnant and most of them are not recommended for use in
patients who are pregnant or trying to become pregnant. In addition,
none of the DMTs are approved during lactation. The use of DMT
before pregnancy is now common in many MS patients, and it has
been suggested that its use might affect postpartum relapses incidence
[8,9]. A study, using the MS Base global registry, reported that prior
DMT use, any time in the 2 years before pregnancy, resulted in a 45%
decreased risk for postpartum relapse [10]. Our aim is to analyze
TTP in an MS cohort and to compare their results with healthy
age-matched controls. Knowing the usual TTP in MS could help us
planning an appropriate personalized strategy, which may include
an adequate DMT washout period to minimize the risk of a relapse
rebound and to avoid iatrogenic harm.

Material and Methods

We conducted a retrospective case-control, longitudinal study.
Patients with diagnosis of MS admitted at the Hospital General
Universitario Gregorio Marafién of Madrid, Spain, who have
had a pregnancy between2007 to 2016, have been included [11].
MS diagnosis was based on the McDonald criteria and the 2010
revisions to these criteria, depending on the date of diagnosis [12].
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Table 1: Demographical data.

MS group (54 patients) Control (64 patients) P value
Age at conception 32.7 YO (SD 4,3) 34,8 YO (SD 4,8) >0.05
. . Primiparous 10 (18.5 %) Primiparous 27 (42.1 %)
Prior pregnancies Multiparous 44 (81.5 %) Multiparous 37 (57.9 %) 0.02
) 1 previous abortion: 14 (26%) 1 previous abortion: 13 (20%)
Abortions 22 previous abortions: 3 (5%) 22 previous abortions 2 (3%) >0.05
Unplanned pregnancy 9(16.6 %) 8 (12.5%) >0.05
Infertility diagnosis work up 10 (18.5 %) 12 (18.7 %) >0.05

All patients were evaluated at our MS clinic once pregnancy was
confirmed. Neurological assessments were conducted every 3
months during pregnancy and at 3 months after delivery. During
this period, patients were evaluated for the appearance of any
worsening in their neurological status, suggestive of relapse or disease
progression. Besides, they were instructed to report any symptoms
that could arise in between the scheduled visits. The appearance,
reappearance or worsening of focal neurological signs lasting more
than 24 hours in the absence of fever was regarded as a relapse.
Demographical data and clinical characteristics of MS patients were
collected from their medical files, and gathered the following data:
maternal age at conception, clinical form of MS, disease progression
in years, annualized relapse rate (ARR)2 years prior conception, the
degree of disability according to the Kurtz ke EDSS, and history of
pharmacological treatment [13]. All neurologists with Neurostatus
e-Test certification performed the neurological examination on each
visit [14]. Reproductive history and potential confounders were also
analyzed by medical records or using self-questionnaires that were
completed during the outpatient appointment and included the
number of prior pregnancies, prior live births and if the pregnancy
was planned. Time to Pregnancy was assessed by a retrospective
recall. The control group was randomly selected from among all
pregnant women attended at our institution during the study
period. All participants were attended by the hospital’s gynecology
department and received the standard prenatal and postnatal care.
All patients were informed and approved to participate in this study
prior inclusion. Each patient signed an informed consent form for
participation in the study. Our hospital ethical committee approved
the realization of this study. Continuous variables were expressed as
either means + SD or means and ranges. Normal distribution was
assessed with the Kolmogorov-Smirnov test. To compare means
between 2 groups, we used parametric (t-test) and non-parametric
tests (Mann-Whitney U test), depending on whether or not data
was normally distributed and on the total number of patients of
each group. TTP was recorded as months, and its distribution was
described as the cumulative proportion of pregnancies occurring up
to a given waiting time. Statistical analysis was conducted using SPSS
version 21.0 and statistical significance was set at p <0.05.

Results

Fifty-four women with MS were included consecutively and 64
controls. Demographical data and reproductive history of the MS
patients and the controls group are shown in (Table 1). No differences
in the general demographical data were found between both groups,
except for the proportion of primiparous, being higher in the control
group (p 0.02), which might reflect that the MS patients prefer to start
earlier their reproductive life planning. The clinical characteristics of

Table 2: Clinical characteristics of the MS group.

MS group (54 patients)
50 (92,5%)RRMS
3 (5.5%) PRMS
1(2%) PPMS
9YO (SD 5,2)
0.7 (range 0-6)
0.4 (range 0-1,5)

27 (50%)

Clinical form of MS

Disease evolution (years)

EDSS at pregnancy

ARR 2 years before pregnancy

Ne° of treated patients with DMT prior pregnancy

the MS group are shown in (Table 1 and 2). Twenty seven (50%) MS
patients were treated with DMT prior pregnancy, most of them with
Interferon Beta formulations. Eight (14.8%) patients were treated
with subcutaneous Interferon Beta-la, 6 (11%) with intramuscular
Interferon Beta-la, 5 (9%) with Interferon Beta-1b, 6 (11%) with
Glatiramer Acetate, 1(2%) with Fingolimod and 1 (2%) with
Natalizumab. Mean time on DMT was of 20 months (range 2-130
months). All MS patients who had a planned pregnancy underwent
a controlled wash out strategy, depending on which DMT they were
on. They were instructed to wait at least 1 menstrual cycle until start
conception in all DMT cases, except the patient on Fingolimod,
who completed a wash out period of 2 cycles. After the treatment
withdrawn, the mean delay until having a positive pregnancy test was
of 3 months (range 1-24 months). Nine (16%) MS patients presented
an unplanned pregnancy during DMT treatment, being 3 (5%) patient
sunder Glatiramer acetate, 2 (4%) on subcutaneous Interferon Beta-
1a, 2 (4%) on intramuscular Interferon Beta-1a, 1 (2%) on Interferon
Beta-1b and 1 (2%) on Natalizumab. No serious adverse effects were
reported in any of their 9 cases. Their pregnancies developed without
complications, deliveries were normal and newborns were healthy.
After analyzing the TTP in MS patients and the control groups with
the Kolmogorov-Smirnov test, we found that the parameters have
a not normally distribution, so we used the Mann-Whitney U test
for comparing them. We found no differences in TTP between both
groups. The majority of pregnancies occur during the first 6 months
(70-75%), as it is shown by the cumulative distribution of TTP (Table
3).

Discussion

Our study showed that there is no significant difference in TTP
between MS patients and controls, with up to 70% of pregnancies
occurring during the first six months. These results further suggest
that there is no direct impact of MS on fecundity when comparing
to healthy age-matched women. Human reproduction is a matter
of chance depending on sequential processes that may lead to
a pregnancy and to the birth of a healthy child. These processes
include oogenesis and spermatogenesis, sexual intercourse and
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Table 3: Time to pregnancy.

TTP MS patients (54) Control group (64) P value
<3’ months 34 (62.9%) 39 (60.9%) >0.05
<6° months 38 (70.3%) 48 (75%) >0.05
<12 months 48 (88.8%) 51 (80%) >0.05
<24 months 54 (100%) 64 (100%) >0.05

transport of gametes, fertilization, and migration of the embryo to
the uterus and its subsequent implantation, and finally intrauterine
tolerance and development of the fetus [15]. A couple’s fertility is
inherently uncertain [4]. Empirical models to predict a couple’s
chance of conceiving spontaneously are complex and may include the
duration of non-conception, female age, previous fertility status and
percentage of motile sperm [4]. With age, cumulative probabilities
of conception decline because of heterogeneity in fecundity increases
due to a higher proportion of infertile couple [5]. The duration of
infertility, or TTP, is usually used as a major factor for timing routine
exploration and infertility treatment. Prospective population-based
studies demonstrated that the TTP in most women is not longer than
6 months [3]. Considering the influence of extreme scores, Mean
value in TTP might not be the best way to accurately reflect the typical
delay in conceiving a pregnancy. Despite this, in a French study
analyzing TTP in a multiple sclerosis cohort, they found an average of
7.53 months [17]. Another study demonstrates substantial variations
in fecundity between different European centers, as estimated by the
monthly TTP distribution. In that study, the French center had the
longest TTP and Southern Italy the shortest [7]. With increasing TTP
there is an important decline in conception rate per cycle, so it has
been proposed to raised the question of subfertility after six cycles of
unprotected intercourse without conception, and not to wait until the
12 months [5]. In MS, knowing the usual TTP could be an important
factor to take into consideration for the management of female
patients when planning a pregnancy. For a personalized planning
strategy, in addition to TTP, it must be considered the disease activity,
disability status, personal preferences and the patient’s risk tolerance.
One of the most important decisions the neurologist must face is
whether treatment should be discontinued, maintained, or changed
by another one that has a better side effects profile. The decision must
be balanced against the risk of relapse in those patients were the DMT
is withdrawn, or the eventual risk of fetal harm when maintaining it

[6].
DMT washout periods

None of the DMTs are approved during pregnancy, and some
of them need a mandatory washout period, to avoid any possible
interference with the fetal development. According to this, a
controlled washout period is sometimes required, to prevent an MS
reactivation and not to interfere with conception [18,19]. The DMT
washout period should be as short as possible. One consensus group
proposed monthly pulsed corticosteroids until pregnancy is achieved
in very active MS women or those with a history of delayed conception
[20]. In 1979, the FDA established five letter risk categories-A, B, C,
D or X - to indicate the potential of a drug to cause birth defects if
used during pregnancy, based on what was known from human and
animal data. In 2015, the FDA replaced the former pregnancy risk
letter categories on prescription and biological drug labeling with a
narrative risk summary based on available data. Prescription drugs

and biologic products approved after June 2015 now have the new
labeling information. Previously approved prescription products
may have to progressively incorporate the labeling changes in the
near future. The Interferon Beta (IFNb) and Glatiramer Acetate (GA)
have been the first-line treatment for MS for more than 2 decades,
so they have the largest accumulated pregnancy exposures registries
and global safety databases. The IFNb are pregnancy category C.
Some reports suggest human maternal IFNb exposure is associated
with lower infant birth weights and length, and a higher incidence of
premature births, but other analyses do not confirm these findings
[20,21]. The problem is that they have shown dose-dependent first-
trimester abort effects in primate models at 2.8 to 40 times the
recommended human dose [1]. GA is pregnancy category B, the best
pregnancy rating among the DMTs. It does not cross the placental
barrier and has not been associated with negative pregnancy effects
in either animal or human studies [20]. Teriflunomide has the most
profound warning, being X category. It shows selected teratogenic and
embryo lethal effects in multiple animal species, at doses below those
used clinically. When necessary, there is a rapid elimination protocol
(using oral cholestyramine over several days) to quickly lower
Teriflunomide levels to less than 0.02 pg/ml; otherwise, it can persist
in the body for up to 2 years. Fingolimod, pregnancy category C, is
teratogenic in rats, and it is associated with fetal malformations, death
and growth retardation in rabbit and rat models. When treatment is
stopped, elimination of Fingolimod takes approximately two months,
so the recommended washout period is 2 months. Dimethyl fumarate
is pregnancy category C. Not reported malformations in humans to
date. In rats, it is associated with embryotoxicity and teratogenicity,
with malformations observed in organs, coccyx and skull bones, at
doses two times higher than the approved human dose. Based on its
short half-life, there is an author opinion that a washout period is
probably not necessary [1].

Natalizumab, pregnancy category C, has been used during human
pregnancies without notable teratogenicity, but newborns may
experience transient hematologic abnormalities including anemia
and thrombocytopenia. In guinea pigs, it has been associated with
decreased pup survival at 7 times the human dose, and in primates
with reversible fetal hematologic abnormalities, at doses 2.3 times the
human dose. When planning a pregnancy in patients on Natalizumab,
washout should be as short as possible to avoid MS reactivation,
with recommendations ranging from 1 to 3 months. A recent report
suggested one could justify no washout since monoclonal antibodies
do not cross the placenta until the second trimester, so the teratogenic
risk is unlikely [22]. The rationale is based on that IgG is the only
antibody isotype to significantly cross the placenta, and this transfer
does not start until week 13, and peaks in the third trimester [23].
Alemtuzumab is pregnancy category C. It is embryo lethal in mice,
and can lower offspring lymphocyte count. There is a higher risk of
hypothyroidism and neonatal Graves’ disease with thyroid storm.
The recommended washout period is 4 month.

Mitoxantrone, pregnancy category D, is associated with growth
retardation and premature delivery in animal models, and there
is one case of Pierre Robin syndrome in human exposures. It is
recommended a 6 months washout period before pregnancy. For
the pregnant MS patient, the appropriate counseling remains that
the preferred option is not to use any DMT. However, GA, and to
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a lesser extent IFNb, have been used during pregnancy for women
in whom there is concern about extended treatment-free periods
[24-26]. Based on this, there is increasing consensus that GA and the
IFNDb do not require washouts, and can be continued until pregnancy
is confirmed, but definitive data is lacking [1]. The limitations of this
study are related to been a single-center study. Recall bias must be
considered as well. Recall bias interpretation of the TTP distribution
in a pregnancy-based study is complex since the pregnancy-based
TTP distribution is conditional on a pregnancy actually occurring [7].
At long-term recall, TTP may sometimes only be roughly estimated
[27]. However, it has been published that, in this area, data can be
satisfactorily derived retrospectively by using a short questionnaire
[28]. Infertile couples were excluded from our study, and we did not
consider all the different issues related to subfertility, such body mass
index, smoking habits, intercourse frequency or the different fertility
conditions commonly associated with infertility such as low sperm
counts or pelvic pathology.

Conclusion

This study showed that there is no significant difference in
TTP between MS patients and controls, occurring majority of the
pregnancies during the first six months. In those couples where
a prolonged TTP would be expected, based on their previous
reproductive history, female age and obstetrics comorbid status,
a preventive treatment until conception could be necessary [29].
Glatiramer Acetate and IFNb seem to be a feasible option during
the TTP, but definitive data is lacking. More research is needed to
establish the best strategy when an MS patient decides to conceive a
pregnancy.
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4.2 EXPOSICION A FARMACOS MODIFICADORES DE LA
ENFERMEDAD DURANTE EL EMBARAZO EN ESCLEROSIS

MULTIPLE: ESTUDIO PROSPECTIVO

Juan Pablo Cuello, Paula Salgado Céamara, Jos¢ Manuel Garcia Dominguez, Alberto
Lozano Ros, Miguel Mas Serrano y Maria Luisa Martinez Ginés
DOI: https://doi.org/10.1016/j.medcli.2019.05.026

Introduccion:

En esclerosis multiple (EM), la exposicion a farmacos modificadores de la enfermedad
(FME) durante la concepcion conlleva distintos grados de riesgo, que varian segun el
FME en cuestion, el tiempo de exposicion y el momento de la gestacion en la que
ocurre.

Objetivo:

El objetivo del presente trabajo fue analizar la evolucion clinica y los datos de
seguridad ginecologica y obstétrica en relacion a los casos de exposicion fetal a FME
ocurridos en nuestro centro.

Pacientes y métodos:

El presente fue un estudio observacional. Se analizaron los datos clinicos y obstétricos
de una cohorte de pacientes con EM, con embarazos ocurridos entre 2007 y 2017. En
el presente estudio consistio de un grupo a estudio y dos controles para comparacion.
El grupo a estudio eran pacientes con EM, con embarazos expuestos a FME. Cémo
control se utilizd un grupo de pacientes con EM no expuestas y otro grupo de mujeres
embarazadas sanas.

Resultados:

Hubo un total de 68 embarazos en pacientes con EM y 56 mujeres sanas. Grupo de

pacientes con EM expuestas a FME durante embarazo: 13; hubo bajo peso al nacer en
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2 (15%) y ningln parto pretérmino. Grupo de pacientes con EM no expuestas a FME:
55; 22 (40%) de ellas suspendieron el FME previo embarazo; 33 (60%) eran naive.
Hubo bajo peso al nacer en 5 (9%); parto pretérmino en 7 (12%). Grupo mujeres sanas:
bajo peso al nacer en 6 (11%); hubo partos pretérmino en 6 (11%). No encontramos
diferencias clinicas estadisticamente significativas entre al comparar pacientess EM.
Tampoco hubo diferencias significativas en las principales variables relacionadas con
la morbilidad obstétricas al analizar las pacientes con EM expuestas a FME, como son
el peso al nacer, tiempo de gestacion o morbilidad obstétrica.

Conclusiones:

No hubo diferencias clinicas estadisticamente significativas, ni mayor morbilidad

obstétrica, entre pacientes expuestas a FME, no expuestas y embarazadas sanas.
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RESUMEN

Introduccion: En esclerosis mdltiple (EM), la exposicion fetal a fairmacos modificadores de la enfermedad
(FME) conlleva distintos grados de riesgo. Objetivo: analizar nuestra experiencia en relacién con los casos
de exposicion fetal involuntaria a FME.
Pacientes y métodos: Estudio observacional. Se analizaron los datos clinico-obstétricos de una cohorte
de pacientes con EM, entre 2007 y 2017. Grupo EM: pacientes con EM con embarazos expuestos a FME.
Grupo control: pacientes con EM no expuestas y embarazadas sanas.
Resultados: Hubo un total de 68 embarazos en pacientes con EM. Control: 56 mujeres sanas. Grupo EM
expuestas a FME durante embarazo: 13; bajo peso al nacer: 2(15%); parto pretérmino: 0. Grupo EM
no expuestas a FME: 55; 22 (40%) suspendieron FME previo embarazo; 33 (60%) naive; bajo peso al
nacer: 5 (9%); pretérmino: 7 (12%). Grupo mujeres sanas: bajo peso al nacer, 6 (11%); parto pretérmino,
6 (11%). No hubo diferencias clinicas estadisticamente significativas entre pacientes EM. Tampoco hubo
diferencias en peso al nacer, tiempo de gestacion o morbilidad obstétrica en expuestas a FME.
Conclusiones: No hubo diferencias clinicas estadisticamente significativas, ni mayor morbilidad obsté-
trica, entre pacientes expuestas a FME, no expuestas y embarazadas sanas.
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Pregnancy exposure to disease-modifying drugs in multiple sclerosis: a
prospective study

ABSTRACT

Introduction: In multiple sclerosis (MS), foetal exposure to disease-modifying drugs (DMDs) carries var-
ying degrees of risk. We sought to analyse the clinical and obstetric outcomes of MS patients (MSp)
exposed to DMDs during pregnancy.
Patients and methods: Observational study. We analysed the clinical-obstetric data of a cohort MSp,
who became pregnant between 2007-2017. They were prospectively followed up during pregnancy and
postpartum. Control group: healthy pregnant women (HPW) and MSp unexposed to DMDs.
Results: Sixty-eight pregnancies in MSp. Fifty-six HPW. Thirteen MSp were exposed to DMDs during
pregnancy. Obstetric outcome: 2 (15%) infants had low birth weight, no preterm deliveries. Fifty-five
MSp were not exposed to DMDs: 22 (40%) discontinued DMD before pregnancy, 33(60%) naive. Five
infants (9%) had low birth weight and 7 (12%) were preterm. HPW: 56. Low birth weight 6 (11%), preterm
delivery 6 (11%). There were no differences in relapse incidence during pregnancy-puerperium between
MSp groups. There were no differences in birth weight, gestation time, delivery-caesarean section. We
found no special obstetric morbidity in women exposed to DMDs.
Conclusions: There were no significant differences in the clinical and obstetric variables analysed between
pregnant women exposed to DMDs, unexposed, and HPW.
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Introduccion

Ninguno de los fairmacos modificadores de la enfermedad (FME)
utilizados en esclerosis miiltiple (EM) tiene indicacién durante el
embarazo. No obstante, en casos concretos de pacientes con alta
actividad clinica, la evidencia cientifica actual contempla el posible
uso de los FME mas seguros durante la gestacion'. La exposicién
fetal a los FME conlleva distintos grados de riesgo, que depen-
den del tipo de fairmaco y del tiempo de exposicién®>. Existe una
gran dificultad para realizar estudios farmacolégicos aleatoriza-
dos durante el embarazo, debido al riesgo potencial que pueden
asociar®. Ante esto, los estudios caso-control, las cohortes pros-
pectivas o los programas de farmacovigilancia se posicionan como
la mejor alternativa para proporcionar evidencia cientifica en este
contexto’. El objetivo del presente estudio es analizar nuestra expe-
riencia en los casos de pacientes con EM expuestas a FME durante
el embarazo, y comparar sus resultados con 2 grupos control: uno
de pacientes EM embarazadas no expuestas y otro de embarazadas
sanas.

Material y métodos

Estudio descriptivo realizado en el Hospital General Gregorio
Marafién de Madrid, de disefio longitudinal prospectivo. Se ana-
lizaron los datos globales de una cohorte de pacientes con EM,
atendidas regularmente en nuestro centro y que dieron a luz entre
2007 y 2017. Todas las pacientes incluidas en nuestro estudio fue-
ron diagnosticadas de EM usando los criterios de McDonald®.

Las pacientes se seleccionaron consecutivamente, y se las eva-
lu6 neurolégicamente durante cada trimestre del embarazo y en
el puerperio. Las principales variables obstétricas estudiadas fue-
ron: semanas de gestacion, peso al nacer, necesidad de reanimacién
neonatal y posibles complicaciones gestacionales. Se definié como
bajo peso para la edad gestacional aquellos nacidos vivos de mas de
37 semanas gestacionales completas y peso fetal <2.500 g. El parto
prematuro se defini6 como nacimiento vivo menor de 37 sema-
nas. Ademads, como variables secundarias se analizaron las distintas
caracteristicas neurolégicas de la enfermedad e historial repro-
ductivo, junto con la eventual exposiciéon a otros medicamentos
durante el embarazo, incluida la exposiciéon a glucocorticoides. Res-
pecto al grupo control, fueron mujeres sanas, reclutadas del Servicio
de Ginecologia-Obstetricia de nuestro centro, donde realizaron los
cuidados prenatales protocolares.

En relacién con la exposicion fetal a FME, se tomaron en cuenta
tanto factores farmacocinéticos como las recomendaciones especi-
ficas de cada farmaco en particular. Se consideré que un embrién
no tuvo exposiciéon farmacolégica cuando pasaron mas de 5 vidas
media tras la Gltima dosis de tratamiento recibida. En el caso espe-
cifico de teriflunomida, se consider6 que hubo exposicién si se
administré hasta 2 afios antes de la fecha de la altima regla (FUR),
siempre y cuando no se hubiera efectuado un proceso de elimina-
ciéon acelerada del farmaco. Ademas, teniendo en cuenta la ficha
técnica, se consideré que hubo exposicién a natalizumab si este
se administré en los 3 meses previos a la FUR; 2 meses en el caso
de fingolimod, y 4 meses en alemtuzumab. En los casos en que las
pacientes recibieron el FME tras la FUR, se contabiliz6 las semanas
de exposicién sufrida.

Tabla 1
Datos demograficos generales y situacion neuroldgica en pacientes con EM
Embarazos de pacientes EM Embarazos de pacientes EM no Grupo control p
expuestas a FME (n=13) expuestas a FME (n=55) sano (n=56)
Edad al embarazo, media (min-mdx), afios 32(25-39) 33(20-41) 34 (20-48) 0,3
N.° gestaciones 0,5
Primiparas 5 (40%) 19 (35%) 22 (40%)
Multiparas 8 (60%) 36 (65%) 34 (60%)
Abortos previos 4(30%) 13 (23%) 14 (25%) 0,9
Fecundacion asistida 0 7 (37%) 3 (5%) 0,2
Forma clinica de EM na. 05
EMRR 12 (92%) 52 (94,5%)
EMPR 1(8%) 2(3,7%)
EMSP 0 1(1,8%)
Tiempo evolucion de su enfermedad, media (min-mdx), afios 9(3-18) 8(1-22) n.a. 0,4
EDSS al concebir, media (min-mdx) 1(0-4) 1(0-6) n.a. 0,2
FME utilizado n.a. 0,5
Interferén beta 1a-30 ug/0,5ml 3 (20%) 5(10%)
Interferén beta 1b-250 pg/ml 1(10%) 5(10%)
Interferén beta 1a-44 pg 3 (20%) 6 (10%)
Acetato de glatiraimero 3(20%) 3 (5%)
Natalizumab 1(10%) 0
Fingolimod 1(10%) 2 (3%)
Alemtuzumab 1(10%) 0
Dimetilfumarato 0 1(2%)
Sin tratamiento 0 33 (60%)
Uso de GC durante embarazo 1(10%) 3 (2%) n.a. 0,2
Brotes 2 afios previo embarazo n.a. 0,3
Sin brotes 7 (53,8%) 21(38,1%)
> 1 brotes 6 (46,2%) 34 (61,9%)
TAB en los 2 afios previos, media (min-mdx) 0(0-1) 0,5(0-1,5) n.a. 0,2
N.° brotes durante embarazo na. 0,2
Sin brotes 9(69,2%) 49 (89%)
> 1 brotes 4(30,8%) 6(11%)
N.° brotes durante puerperio n.a 0,7
Sin brotes 10 (76,9%) 40 (72,7%)
Con brotes 3(23,1%) 15 (27,3%)

EDSS: Expanded Disability Status Scale de Kurtzke; EM: esclerosis miltiple; EMPR: esclerosis mdltiple progresiva recidivante; EMRR: esclerosis mdltiple remitente-recurrente;
EMSP: esclerosis mdltiple secundaria-progresiva; FME: farmacos modificadores enfermedad; GC: glucocorticoides; n.a.: no aplica; TAB: tasa anualizada de brotes.
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Figura 1. Principales resultados obstétricos. C: parto por cesdrea; CS: grupo control sano; EM FME: grupo de embarazadas con esclerosis mdltiple expuestas a fairmacos
modificadores de la enfermedad; EM no-FME: grupo de embarazadas con esclerosis mdltiple no expuestas a firmacos modificadores de la enfermedad; V: parto vaginal.

Tabla 2
Resultados obstétricos de pacientes expuestas a FME

Medicacion EM Tiempo FME recibido  Brotes durante Compli- Semanas Parto Sexo Peso al Test Apgar Complicaciones
que tomaba medicada tras FUR embarazo caciones gestacion hijo nacer (g) 1-5min parto
(meses) (semanas) embarazo

Acetato glatirdimero 132 5 Sin brote No 38 Ceséarea Mujer 3.140 8-9 Anemia
puerperal

Acetato glatirimero 13 10 2.° trimestre  No 40 Parto Mujer 3.070 9-9 Ninguna

Acetato glatirdimero 26 4 Sin brote No 38 Parto Varén 2.850 9-10 Ninguna

Alemtuzumab 12 6 Sin brote No 40 Parto Varén 2.480 9-10 Preeclampsia

Fingolimod 3 6 Sin brote No 38 Parto Varén 2.810 9-10 Ninguna

Interferén beta 120 7 Sin brote Oligoamnios 37 Parto Varén 2.230 9-10 Ninguna

1b-250 pg/ml

Interferén beta 2 6 Sin brote APP 37 Parto Varén 2.920 9-10 Ninguna

1a-30 pg/0,5ml

Interferén beta 84 3 1.°" trimestre  No 40 Parto Varén 3.150 9-10 Patologia

1a-30 ng/0,5 ml funicular

Interferén beta 60 8 Sin brote No 39 Parto Varén 3.900 9-9 Ninguna

1a-30 pg/0,5 ml

Interferén beta 18 5 1.°" trimestre  No 38 Parto Varén 3.320 7-9 Ninguna

1a-22 pg

Interferén beta 51 6 Sin brote No 39 Parto Varén 3.520 9-10 Ninguna

1a-22 pg

Interferén beta 60 6 Sin brote No 41 Parto Varén 3.800 9-10 Ninguna

1a-22 pg

Natalizumab 29 6 2.0 trimestre  No 40 Parto Varén 2670 10-10 Ninguna

APP: amenaza de parto prematuro; EM: esclerosis maltiple; FME: farmacos modificadores de la enfermedad; FUR: fecha de la dltima regla.

El presente estudio ha obtenido la aceptacién del comité de ética
de nuestro centro. Todas las participantes dieron su consentimiento
para participar.

Las variables continuas se presentaron mediante su media y
rango minimo-maximo. Para comparar medias entre 2 grupos, se
utiliz6 Mann-Whitney-Wilcoxon. La asociacién entre variables cua-
litativas se estudi6 mediante la prueba ji-cuadrado de Pearson. El
andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS version 21.0. Se
consideraron como estadisticamente significativos aquellos resul-
tados con una p <0,05.

Resultados

Se obtuvieron 58 pacientes con EM, con 68 embarazos regis-
trados durante el periodo de estudio. Hubo 13 (19%) casos de
embarazos expuestos a FME, ocurriendo en todos ellos de forma
involuntaria. Se compararon con 55 embarazos de pacientes con
EM no expuestas y 56 mujeres sanas como controles. En el grupo
de EM, hubo 2 casos de embarazos gemelares, uno de ellos tras
fecundacion in vitro. En el grupo control, hubo 4 gemelares, uno
tras fecundacién in vitro.

Los datos demograficos y las caracteristicas clinicas de las
pacientes con EM se presentan en la tabla 1. Los principales resul-
tados obstétricos se presentan en la figura 1. En relacién con la
morbilidad obstétrica, en el grupo de embarazadas con EM expues-
tas a FME (n=13), hubo 2 (15%) casos de bajo peso al nacer, un
(8%) caso de preclamsia y un (8%) caso con patologia funicular. En

el grupo de embarazadas con EM no expuestas a FME (n =55), hubo
5 (9%) casos de bajo peso al nacer y 7 (12%) casos de parto pre-
término. Ademas, hubo 5 (9%) casos de partos instrumentalizados
(férceps-ventosa): 3 (6%) con patologia funicular y un (2%) caso
de presentacion podalica. En el grupo control sano (n=56), hubo
6 (11%) casos de bajo peso al nacer y 6 (11%) de parto pretérmino.
Hubo 7 (13%) casos de partos instrumentalizados, 9 (15%) con pato-
logia funicular, uno (2%) con presentacién podalicay 3 (5%) mujeres
con complicaciones hemorragicas posparto. Al comparar grupos, no
hubo diferencias estadisticamente significativas (p: >0,5)

Los resultados obstétricos detallados sobre las 13 pacientes
expuestas a distintos FME se exponen en la tabla 2. La totalidad
de pacientes suspendieron los FME tras confirmar el embarazo,
siendo en todos los casos durante el primer trimestre de gestacion.
En nuestra experiencia, no se encontré diferencias significativas
en las distintas variables clinicas, ginecolégicas y obstétricas ana-
lizadas entre pacientes expuestas, no expuestas y mujeres sanas.
Se observé una mayor tendencia a utilizar técnicas de fecundacién
in vitro en el grupo de pacientes con EM no expuestas a FME, pero
sin llegar a ser estadisticamente significativa.

Discusion

En el presente estudio no obtuvimos ningln impacto nega-
tivo en los parametros obstétricos analizados tras la exposicién
fetal a FME, comparado con pacientes EM no expuestas y muje-
res sanas. Las pacientes analizadas tuvieron una edad y situacién
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ginecoldgica similar. Entre las pacientes EM, predominaron las
formas remitente-recurrente, con un grado de invalidez bajo al
momento del embarazo. No hubo diferencias en semanas de ges-
tacion y peso al nacer en los casos expuestos a FME durante la
gestacion, respecto a los grupos control.

En EM, suspender los FME previamente al embarazo se aso-
cia a una mayor tasa de brotes durante el primer trimestre del
mismo, y este hecho aumenta las posibilidades de que las pacientes
reciban glucocorticoides, que es un farmaco con riesgo obstétrico
confirmado’. En nuestra serie, hubo 40 casos de brotes ocurri-
dos durante el embarazo, 6 (15%) de ellos del grupo de pacientes
expuestas a FME durante la gestacion y 34 (85%) del grupo de
pacientes no expuestas. A pesar de esto, solo 4 (10%) recibieron
glucocorticoides como tratamiento sintomatico. En nuestra serie,
la exposicién fetal a FME fue siempre debido a utilizar el farmaco
tras la FUR. En todos los casos, el FME se suspendié durante el
primer trimestre de la gestacién, al confirmar el embarazo. No
tuvimos casos de exposiciones farmacolégicas por no respetar el
periodo de lavado recomendado. Respecto a los resultados obsté-
tricos, nuestros resultados coinciden globalmente con los registros
de exposiciones ocurridas a distintos FME®-10,

Las limitaciones del presente estudio se relacionan con el hecho
de que no se recogieron datos sobre incidencia de tabaquismo,
exposicion solar y nivel socioeconémico, que podrian afectar los
resultados obstétricos. No obstante, en caso de presencia de dichos
factores de confusién, estos podrian afectar negativamente el resul-
tado de todos los grupos.

En conclusién, analizamos 13 casos de pacientes expuestas
a FME durante el primer trimestre del embarazo. Encontrarnos
que no hubo mayor morbilidad clinica ni obstétrica en los casos
expuestos, respecto a los grupos control. Son escasos los estudios
observacionales sobre exposicién a FME durante el embarazo, y no
hay evidencia cientifica suficiente para considerarlos seguros. De

este modo, se mantiene la recomendacién de que una paciente con
EM debe evitar los FME al concebir, siempre que su situacion clinica
lo permita.
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4.3 CYTOKINE PROFILE DURING PREGNANCY PREDICTS
RELAPSES DURING PREGNANCY AND POSTPARTUM IN

MULTIPLE SCLEROSIS

Juan Pablo Cuello, Maria Luisa Martinez Ginés, Amalia Tejeda-Velarde, Silvia
Medina Heras, Jos¢é Manuel Garcia Dominguez, José Ignacio Fernandez Velasco,
Alberto Lozano Ros, Yolanda Higueras, Ariana Meldana Rivera, Haydee Goicochea
Bricefio, Santiago Garcia-Tizon Larroca, Juan De Leon-Luis, Clara de Andrés,
Roberto Alvarez Lafuente, Luisa Maria Villar
DOI: https://doi.org/10.1016/1.jns.2020.116811

Objetivos:

Estudiar el perfil de citoquinas séricas asociado con la actividad en la EM durante el
embarazo y el posparto, y evaluar la presencia de posibles biomarcadores que predigan
la ocurrencia de brotes durante este periodo.

Métodos:

Incluimos 53 embarazadas con EM reclutadas entre 2007 y 2018. Se analizaron
prospectivamente los niveles séricos de Interferon-gamma, factor de necrosis tumoral
alfa, interleucina-17, factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos,
activina-A, interleucina-10 y ligando de muerte programada -1 (PD-L1). Para su
analisis, se utilizo test de ELISA.

Resultados:

Diecisiete pacientes (32%) experimentaron brotes durante el embarazo o postparto y
37 (68%) no tuvieron. No hubo diferencias en las caracteristicas clinicas basales o el
porcentaje pacientes bajo tratamiento con FME en ambos grupos. Sin embargo, las
pacientes con brotes mostraron en el primer trimestre del embarazo niveles mas bajos
de Activina-A sérica (336,4 pg / dl [289,6-491,7], mediana [IQR] frente a 760,0 pg /
dl [493,2-1108,0], p = 0,003 ), que se correlaciond positivamente con los valores

séricos de PD-L1 (r = 0.53, p =.0005) e IL-10 (r = 0.43, p = .004). Los niveles de
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activina-A inferiores a 515 pg / ml en el primer trimestre identificaron a pacientes con
alta probabilidad de brotes durante el embarazo y el posparto (OR = 13,75, IC: 2,5—
76,8, p =0,001).

Conclusiones:

Las pacientes con EM sin brotes durante el embarazo y puerperio mostraron un inicio
mas precoz de una respuesta inmune innata, de perfil més tolerogénico, evidenciada
por concentraciones séricas altas de Activina-A durante el primer trimestre de la
gestacion. Por tanto, consideramos que los niveles sé€ricos de Activina-A puede ser un
biomarcador 1til para predecir la presencia de actividad clinica durante el periodo de

embarazo y postparto.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objective: To explore the serum cytokine profile associated with disease activity during pregnancy and post-
Multiple sclerosis partum in MS, and to assess any potential biomarkers predicting the occurrence of relapses during this period.
Pregnancy Methods: We included 53 MS pregnant women recruited between 2007 and 2018. Interferon-gamma, Tumor
Postpartum relapses necrosis factor-alpha, interleukin-17, granulocyte/macrophage-colony stimulating factor, Activin-A, interleukin-
E]};ti]ime 10, and programmed-death-ligand-1 (PD-L1) were measured quarterly in serum by ELISA.

Results: Seventeen patients (32%) experienced relapses during pregnancy or puerperium and 37(68%) did not.
We did not found differences in clinical characteristics or treatment status between the two groups. However,
relapsing patients showed at the first trimester of pregnancy considerably lower levels of serum Activin-A
(336.4 pg/dl [289.6-491.7], median [IQR] vs. 760.0 pg/dl [493.2-1108.0]1,p = .003), which correlated posi-
tively with serum PD-L1 (r = 0.53,p = .0005) and IL-10 (r = 0.43,p = .004) values. Activin-A levels lower than
515 pg/ml at the first trimester identified patients with high probability of relapsing during pregnancy and
postpartum (OR = 13.75, CL: 2.5-76.8, p = .001).

Conclusions: MS patients with no relapses during pregnancy and puerperium showed an early triggering of a
tolerogenic innate immune response evidenced by high serum Activin-A concentrations during the first trimester
of pregnancy. Thus, serum Activin-A can be a useful biomarker to predict clinical activity during this period.

1. Introduction

Pregnancy represents an immunological challenge because the fetus
must be supported within a genetically distinct environment during the
gestational period. A bias to a tolerogenic status is needed to avoid
recognition of the fetoplacental unit as a foreign entity by the maternal
immune system. The mechanisms associated with this immune toler-
ance remain partially unknown [1-4]. The maternal-fetal interface
plays a crucial role in balancing maternal tolerance against rejection
and preventing microbial infections [5]. In fact, altered immunological
tolerance has been directly involved in recurrent pregnancy losses and
pregnancy disorders [6-8].

Pregnancy is associated with clinical improvement of different in-
flammatory autoimmune diseases, as rheumatoid arthritis or multiple
sclerosis. However, other autoimmune disorders have a higher risk of
exacerbations during pregnancy [9].

In MS, pregnancy reduces the annualized relapse rate, especially
during the 3rd trimester, whereas relapse rate temporarily increases
during puerperium [10]. The exact mechanism underlying this clinical
observation remains unknown. However, this pattern can be changing
actually because of the use of DMT in women with MS. Many patients
have a stable disease before and after pregnancy. By contrast, the
withdrawal of some treatments before pregnancy can augment the
appearance of relapses during gestation [11-14]. However, these
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changes do not seem to affect disability progression in the long term,
although more evidences are needed to definitely demonstrate this
[15].

Changes in the decidua and peripheral blood immune cell subsets
were explored and no differences in absolute cell counts were found
between healthy women and MS patients. This suggests that disease
improvement during pregnancy may be due to functional changes in
the immune cells rather than to their numbers [16]. We aimed to ex-
plore the serum cytokine profiles in a prospective cohort of pregnant
MS patients to investigate any possible correlation with the occurrence
of relapses during pregnancy and postpartum. We selected cytokines
representative of Thl and Th17 responses [Tumor Necrosis Factor-
Alpha (TNF-a), Interferon-Gamma (IFN-y) and Interleukin (IL) 17)];
cytokines involved in the activation of innate cells by the adaptive
immune cells [Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF)], regulatory cytokines (IL-10), and two molecules closely
implicated in the pregnancy-induced tolerance [Programmed Death-
Ligand-1 (PD-L1) and Activin-A] [17-20].

2. Patients and methods
2.1. Patients

This was a prospective, longitudinal study conducted at Hospital
General Universitario Gregorio Marafién (Madrid, Spain). During the
last 11 years, 89 relapsing remitting (RR) MS patients diagnosed using
the McDonald criteria [21,22], got pregnant in our hospital (8.09
pregnancies per year). Seventy four gave their informed consent to
participate in the study and were consecutively included. Twenty-one
patients were excluded due to abortions (11 patients), moving to other
town (5 patients), and missing blood samples (5 cases). We finally
studied 53 pregnant MS patients, who gave birth between January 2007
and July 2018 in our hospital.

Patients were evaluated every trimester and during puerperium,
with additional visits when a relapse was suspected. During the first
visit, we studied demographic and clinical variables including age,
disease duration, reproductive history, annualized relapse rate before
pregnancy, disability status according to the EDSS scale, and previous
treatments [23]. During follow-up, we monitored disease activity by
exploring the presence of relapses. Neurologists were blind to labora-
tory results during the study. A relapse was defined as the appearance
or worsening of focal neurological dysfunction lasting more than 24 h,
in the absence of fever [24]. We classified patients according to the
appearance of relapses during pregnancy or postpartum (six months).
The study was approved by the ethics committee of Hospital General
Universitario Gregorio Maraiién, and written informed consent was
obtained from all participating patients.

2.2. Samples

Serum samples of MS pregnant women were obtained during the
first (weeks 8-12), second (weeks 13-28), and third (weeks 29-37)
trimesters and within the first trimester of postpartum (P). After col-
lection, samples were aliquoted and stored at —80 °C until analysis.
They were thawed, processed and analyzed all at once when all samples
had been collected. The median time from last sample collection in
every patient to analysis was 3.1 years, the mean was 4.38 years and the
interquartile range: 1.7-7.5 years.

2.3. Sample analyses

We prospectively studied levels of IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-10, GM-
CSF, Activin-A, and PD-L1. PD-L1 was assessed by an ELISA kit from R&
D Systems™. GM-CSF and IL-17 were explored with ELISA Kkits from
BioLegend™. Finally, IFN-y, IL-10, and TNF-a were evaluated using
ELISA kits from Elabscience™.
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2.4. Statistical analyses

Descriptive, non-parametric analyses were performed. Non-para-
metric analyses were made using Mann Whitney U test. When needed,
cut off values were established using ROC curves. Then we converted
continuous variables to categorical ones by classifying patients ac-
cording to the established cut-off values (Higher and lower values) and
analyzed odd ratios by Fisher exact tests. Correlations were studied by
Spearman non-parametric test. All studies were conducted with STATA
statistical package, and p values below 0.05 were considered sig-
nificant. The artworks of this paper were created by using Prism® 7
GraphPad Software (La Jolla, CA. USA).

3. Results

Fifty-three pregnant MS patients were included in the study. Sixteen
(30%) of them experienced relapses during pregnancy or puerperium
(P-MS-R group), and 37 (70%) did not (P-MS-NR group). Five of the
patients with relapses had them only during pregnancy, other six only
in the postpartum, and the remaining five had relapses in both preg-
nancy and postpartum. Thus 50% of women having relapses in preg-
nancy also had relapses in the postpartum. This coincidence made us
think that these were not independent phenomena, and we decided to
analyze patients having relapses during pregnancy and postpartum as a
whole.

No differences in the obstetrical characteristics were found, except
for age that was slightly lower in the P-MS-NR group (Table 1). We did
not find either differences in clinical characteristics or treatment status
between the two groups of patients (Table 2). We did not find differ-
ences either between the time elapsed from treatment withdrawal to
pregnancy in patients having relapses [2 (0-8) weeks; median (IQR)] or
in non-relapsing patients [4 (0—21) weeks, p = .90].

We next studied their cytokine profiles. Low levels of Activin-A
(p = .003) and IL-10 (p = .02) during the first trimester, and of Activin-
A during the second trimester (p = .030) associated with the occur-
rence of relapses during pregnancy and post-partum (Fig. 1). When
exploring separately levels of activin and IL-10 of patients having re-
lapses during pregnancy or during postpartum no significant differences
were found (Supp. Table 1). We did not find differences either in the
levels of activin-A and IL-10 in the first trimester of pregnancy of
treatment naive patients and those receiving previously DMT (Suppl.
Table 2). No additional association between cytokine values and the
onset of relapses during pregnancy were observed, although a trend for
higher PD-L1 values was noted in the P-MS-NR group during the first
trimester (p = .06, Table 3). We next explored the correlation among
values of these three variables in the first trimester. We found a clear
association between Activin-A, and both PD-L1 (r = 0.53, p = .0005)
and IL-10 (r = 0.43, p = .004. Table 3).

We established a cut-off value of 515 pg/dl for Activin-A using a

Table 1
Reproductive and obstetric information.
P-MS-R (n: 16) P-MS-NR (n: 37) p value
Age (y) (median [IQR]) 32 (30-34) 35 (32-37) 0.01
Abortion history. n (%) 6 (37.5%) 11 (29.7%) 0.9
Primiparous. n (%) 9 (56%) 30 (81%) 0.08
Delivery mode: Vaginal. n 16 (100%) 29 (78%) 0.08
(%)
GA at birth, weeks (median 40 (38.25-40.25) 39 (38-40) 0.2
[IQRD)
Birthweight in g (median 3335 (2790-3574) 2930 0.2

[IQRD) (2675-3540)

g: grams; GA: gestational age; IQR: interquartile range; P-MS-R: Pregnant
multiple sclerosis patients, with relapses during pregnancy or puerperium; P-
MS-NR: Pregnant multiple sclerosis patients, with no relapses during pregnancy
or puerperium; Y: years.
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Table 2
Baseline clinical characteristics of MS patients.
P-MS-R (n:16) P-MS NR (n:37) p value
Disease duration (years, median [IQR]) 9 (4.2-14-5) 7.5 (5-12-7) 0.6
EDSS score (median [IQR]) 0-5 (0-1.5) 1(0-1) 0.8
ARR two years before pregnancy (median [IQR]) 0.5 (0-0-5) 0.5 (0-0-5) 0.3
Last relapse before pregnancy (months, median [IQR]) 22 (10-32) 23 (14-59) 0.2
Patients with relapses only during pregnancy 5 (31.25%) 0 na
Patients with relapses only during postpartum 6 (37.5%) 0 na
Patients with relapses during pregnancy AND puerperium 5 (31.25%) 0 na
Treatment Status before pregnancy:
Treatment naive. n (%) 7 (43%) 13 (35%) 0.55
Patients on DMT before pregnancy. n (%) 9 (57%) 24 (65%)
Patients on DMT after pregnancy. n (%) 8 (50%) 30 (81%) 0.1
DMT initiation after delivery (weeks, median [IQR]) 13 (5.5-46-5) 20.5 (2-43) 0.1
Treatment cessation before pregnancy: (median in weeks [IQR]) 2 (0-8) 4 (0-21) 0.9
First line treatment: APD: 4 APD: 16 0.2
APT: 3 APT: 5
Second line treatment: Wash-out period in weeks APD: 1 (fingolimod, 8) APD: 1 (fingolimod, 4) 0.2

APT: 1 (natalizumab)

APT: 2 (fingolimod - alemtuzumab)

APD: at pregnancy desire (pregnancy occurred with DMT washout period); APT: at positive pregnancy test (pregnancy occurred with no DMT washout period); DMT:
disease modifying treatment; IFN: interferon; na: not applicable; ARR: annualized relapse rate; EDSS: Expanded Disability Status Scale; IQR: interquartile range; P-
MS-R: Pregnant multiple sclerosis patients, with relapses during pregnancy or puerperium; P-MS-NR: Pregnant multiple sclerosis patients, with no relapses during

pregnancy or puerperium.

ROC curve (AUC = 0.79, p = .004) (Fig. 2A). We then assessed the
value of this variable to predict the appearance of relapses during
pregnancy and postpartum. Patients with Activin-A higher than the cut-
off value showed high probability of having no relapses during this
period (OR = 13.75, confidence interval: 2.5-76.8, p = .001) (Fig. 2B).
These data strongly suggest that the activation of a tolerogenic innate
immune response is crucial to inhibit MS activity during pregnancy and
postpartum.

Since the range of sample collection was wide, we further studied if
the week in which the samples were collected within trimesters could
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influence the cytokine values. This was only found in activin A. The best
periods for sample collection seem to be from week 9 to 12 in the first
trimester, from 20 to 24 in the second one and from 34 to 37 in the third
trimester (Supplementary Fig. 1). However these changes did not alter
the cut-off value obtained with the whole patient cohort.

4. Discussion

Different studies addressed the value of specific cytokines and
checkpoint molecules during pregnancy [25,26]. Regulatory B cells
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Fig. 1. Differences in serum Activin-A and IL-10 during conception and puerperium. Patients with pregnancy or postpartum relapses (P-MS-R) showed a lower serum
values of Activin-A (Act-A) at first trimester (p = .0034) and second trimester (p = .003) of pregnancy, and a low interleukin 10 (IL-10) value at first trimester
(p = .02) compared to patients free of relapses during this period (P-MS-NR).1 T: first trimester of pregnancy; 2 T: second trimester of pregnancy; 3 T: third trimester

of pregnancy; P: puerperium.
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Table 3
Cytokine and programed dead ligand 1 levels during pregnancy and puer-
perium.
Proteins P-MS-R median (IQR) pg/  P-MS-NR median (IQR) p value
mL (n: 16) pg/mL (n: 37)
1st trimester
Activin-A 336.4 (289.6-491.7) 760 (493.2-1108) 0.003
PD-L1 54.92 (33.8-72.34) 70.61 (51.44-98.77) 0.06
TNF-a 24.35 (2.175-290.5) 31.25 (6.08-56.59) 0.9
IFN-y 0 (0-486.3) 21.89 (0-331.1) 0.8
IL-10 3.755 (1.443-6.135) 7.34 (3.52-12.27) 0.02
IL-17 0 (0-3.135) 0 (0-0) 0.1
GM-CSF 0 (0-0.15) 0 (0-0.15) 0.90
2nd trimester
Activin-A 746.2 (606.6-884.9) 1123 (817.5-1560) 0.003
PD-L1 196.7 (157.4-241.6) 208.6 (152.8-335) 0.5
TNF-a 189.1 (36.81-220.6) 52.71 (16.63-125.9) 0.1
IFN-y 302.5 (13.44-636.9) 195.4 (0-689.8) 0.8
IL-10 7.41 (3.895-30.56) 12.23 (4.11-23.3) 0.57
IL-17 0 (0-1.19) 0 (0-2.7) 0.7
GM-CSF 0 (0-0.81) 0 (0-0.1) 0.3
3rd trimester
Activin-A 2428 (2034-3201) 3246 (2083-4127) 0.06
PD-L1 449.4 (362.1-558.5) 424.8 (308.8-545) 0.4
TNF-a 149.8 (17.07-265.6) 54.91 (12.99-144.7) 0.2
IFN-y 561.4 (0-854.5) 370.3 (0-659) 0.5
IL-10 13.52 (5.54-20.03) 11.83 (5.29-35.03) 0.82
IL-17 0 (0-0.645) 0 (0-1.948) 0.8
GM-CSF 0 (0-0.72) 0 (0-0.53) 0.9
Puerperium
Activin-A 263.3 (187.4-630.1) 285.6 (196.8-463.9) 0.97
PD-L1 36.63 (31.15-47.87) 41.44 (26.99-63) 0.7
TNF-a 89.64 (37.04-204.9) 62.96 (17.82-125.5) 0.2
IFN-y 139.6 (0-627.3) 213.5 (9.068-547.1) 0.6
IL-10 8.32 (4.9-15.8) 10.94 (5.528-30.09) 0.3
IL-17 0 (0-0) 0 (0-0.975) 0.3
GM-CSF 0 (0-0.17) 0 (0-0) 0.8

GM-CSF: Granulocyte macrophage colony stimulating factor; IFN-y: interferon
gamma; IL-10: interleukin 10; IL-17: interleukin 17; PD-L1: programed dead
ligand 1; P-MS-R: Pregnant multiple sclerosis patients, with relapses during
pregnancy or puerperium; P-MS-NR: Pregnant multiple sclerosis patients, with
no relapses during pregnancy or puerperium.

(Breg) are involved in tolerance occurring during pregnancy through
secretion of IL-10 [18]. Another protein playing an important role in
pregnancy is Activin-A. It is expressed in the decidua, syncytiotropho-
blast, cytotrophoblast, and fetal membranes, and is one of the primary
placental proteins formed and secreted into the maternal circulation. Its
levels increase during gestation and become negligible postpartum. One
of the major roles of Activin-A during pregnancy is the modulation of
inflammatory responses by regulating the function of neutrophils,
monocytes, and lymphocytes. [20,27,28] This control is important
since high levels of TH-1 cells producing IFN-y are associated with
implantation failure [29]. However, there is only limited information
on the cytokine profile of pregnant MS women. In a small cohort of 15
MS patients followed during pregnancy and puerperium, it was sug-
gested that the decline in T lymphocytes producing IFN- y after CD3/
CD28 stimulation, is associated with a higher risk of postpartum re-
lapses [30]. Unfortunately, there is a lack of newly published data on
this field. However, to explore the immunological changes occurring in
MS during pregnancy would be of great interest to understand the pa-
thological changes during in this particular period of the disease, which
often coincides with a clear improvement of the natural course of the
disease. Furthermore, the interaction of the checkpoint molecule PD-L1
with its ligand PD-1 during pregnancy can modify the maternal de-
cidual cytokine secretion profile. The syncytiotrophoblast employs PD-
L1 as the immune checkpoint to inactivate PD-1 expressing immune
cells [26], facilitating thus a local immune suppression [17] and
probably a more tolerogenic systemic environment [19]. To deepen in
the understanding of the tolerogenic mechanisms that occur during

Journal of the Neurological Sciences 414 (2020) 116811

A Activin-A
100
*
2
Z 50{ |
[72]
c
[}
()
c T 1
0 50 100
Specificity %
B
& OR=13.75
p=0.001
20
£ [ Activin-A>550
2 157 [ Activin-A<550
3
S 10
2
5-
0 . [ I.
P-MS-NR P-MS-R

Fig. 2. Activin A values in the first trimester of pregnancy predict the ap-
pearance of relapses during pregnancy and postpartum. (A) We established a
cut-off value of 515 pg/dl for Activin-A using a ROC curve (AUC = 0.79,
p = .004). (B). A higher proportion of patients showing activin A lower than
550 pg/dl was found in those having relapses during pregnancy (P-MS-R) than
in non-relapsing ones (P-MS-NR).

pregnancy and their impact on the autoimmune process would guide
the development of novel treatment strategies since it could give us new
tools for controlling MS activity. In addition, it could provide us with
biomarkers to predict disease course during this period.

The natural history of MS has changed with the onset of disease
modifying treatments in the last years, and so the concept of pregnancy
being a particularly benign period is changing too, with relapses in-
creasing during pregnancy probably due to treatment withdrawn before
conception [31]. However, classically pregnancy and postpartum have
been considered to have a different outcome in MS and studied sepa-
rately. Intriguingly, we found that 31.25% of patients having relapses in
our cohort, experienced them during both periods. In addition, relapses
associate in pregnant MS women with increased neurofilament light
chains, which associate with disease activity both in pregnancy and
postpartum [32]. Thus, we decided to evaluate both periods together.
Clinical predictors of postpartum relapses have been described in larger
series of patients [33], but the finding of biological biomarkers can be
important to predict patient outcome in individual cases. We quantified
serum levels of different proinflammatory and regulatory cytokines
during pregnancy and postpartum and did not find association with
previous treatment status or clinical characteristics. However, we found
increased Activin-A and IL10 during the first trimester of pregnancy in
patients showing no relapses. A trend to an increase of PD-L1 was also
observed in this group and a clear correlation between these variables
was observed in the whole cohort, thus strongly suggesting that they
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associate with patient outcome during pregnancy.

In the second trimester, a discrete increase of Activin-A remained in
pregnant MS patients not suffering relapses, but values were similar in
both groups at the third trimester. This could contribute to the disease
amelioration during this period [34,35]. No differences in other pro and
anti-inflammatory cytokines were observed in the study.

The main limitations of our study are related with being a single
center study, and with the broad range of sample collection. Although
the relatively low numbers of patients did not allow us to clearly define
the optimal collection periods, our results strongly suggests weeks from
nine to twelve in the first trimester, and from 20 to 24 in the second one
as the optimal ones. Future multi-center studies with larger numbers of
patients are needed to further demonstrate these results.

5. Conclusions

Although these results should be validated in multi-center cohorts,
we consider our findings as clinically relevant since the values of serum
Activin-A soon after conception could identify patients at high risk of
suffering relapses during pregnancy or postpartum, to tailoring treat-
ment decisions in MS women during this period.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.jns.2020.116811.
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4.4 NEUROFILAMENT LIGHT CHAIN LEVELS IN PREGNANT
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Dominguez-Mozo, A. Murield, C. de Andrés and L. M. Villar

DOI: 10.1111/ene.13965

Introduccion y objetivos:

La cadena ligera de los neurofilamentos (NfL) es una proteina que forma parte del
citoesqueleto de las neuronas. Su medicion en LCR y suero demostraron ser utiles
como marcadores subrogados de dafno axonal. El objetivo del presente estudio fue
analizar los niveles séricos de las cadenas ligeras de neurofilamentos (sNfL) durante
el embarazo y el puerperio, en pacientes con esclerosis multiple (EM) y controles
sanos.

Métodos:

Se realiz6 un estudio prospectivo, longitudinal y unicéntrico. La concentracion de
sNfL se evalu¢ utilizando un test de matriz de molécula unica (single-molecule array,
SIMOA, en inglés) durante el embarazo y el puerperio, en una cohorte de 39 pacientes
embarazadas con esclerosis multiple remitente-recurrente. Como grupo control, se
incluyeron 21 mujeres embarazadas sanas. Ocho pacientes con EM sufrieron brotes
durante el embarazo (P-MS-R), tanto en el primer como en el segundo trimestre.
Ninguna paciente de nuestro estudio sufrié un brote durante el 3° trimestre.
Resultados:

No se observaron diferencias en los resultados obstétricos entre las pacientes con EM

y sus controles sanos. Las pacientes con EM tuvieron valores de sNfLL mas altos
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durante el 1° trimestre de gestacion en comparacion a los controles sanos,
independientemente de la presencia (P = 0,002) o no (P = 0,02) de brotes durante el
embarazo. Sin embargo, en el tercer trimestre, solo las pacientes con EM que tuvieron
brotes durante el embarazo tuvieron valores de sNfL mas altos que los controles sanos
(P =0,001). Estas diferencias se extendieron al puerperio, donde las pacientes EM con
brotes tuvieron valores de sNfLL més altos que aquellos sin brotes durante la gestacion
(P =0.02).

Conclusion:

Nuestros hallazgos sugieren que los niveles de sNfL reflejan la actividad de la EM
durante el embarazo. Ademas, la ausencia de brotes durante el embarazo puede tener

un efecto beneficioso sobre la neurodegeneracion durante el puerperio.
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Background and purpose: Neurofilament light chain is a cytoskeletal protein
of neurons. Its levels are increasingly recognized as measures of neuroaxonal
damage. The aim of this study was to explore serum neurofilament light chain
(sNfL) levels in multiple sclerosis (MS) patients and healthy controls during
pregnancy and puerperium.

Methods: This was a prospective, longitudinal, single-center study. sNfL con-
centration was assessed using a highly sensitive single-molecule array during
pregnancy and in puerperium, in a cohort of 39 pregnant patients with relaps-
ing multiple sclerosis (P-MS). Twenty-one healthy pregnant women (HPW)
served as a control group. Eight P-MS suffered relapses during pregnancy (P-
MS-R) in the first or second trimesters.

Results: No differences in pregnancy and delivery data were observed between
P-MS and HPW. P-MS showed higher sNfL values than HPW in the first tri-
mester, independently of the presence (P = 0.002) or not (P = 0.02) of relapses
during pregnancy. However, in the third trimester, only P-MS-R showed
higher sNfL values than HPW (P = 0.001). These differences extended to the
puerperium, where P-MS-R showed higher sNfL values than those with no
relapses during gestation (P = 0.02).

Conclusion: These data strongly suggest that sNfL levels reflect MS activity
during pregnancy. Additionally, the absence of relapses during pregnancy may
have a beneficial effect on neurodegeneration during puerperium.
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Introduction

The annualized relapse rate (ARR) is reduced during
pregnancy in multiple sclerosis (MS), especially during
the third trimester, whilst it is temporarily increased
during puerperium [1]. Despite this, pregnancy does
not seem to affect disability progression in the long
term. However, to what extent pregnancy itself and
the occurrence of relapses during pregnancy and puer-
perium is associated with neuroaxonal injury is yet to

Correspondence: J. P. Cuello, Neurology Department, Hospital
General Gregorio Maranén, Calle Dr. Esquerdo 46, Madrid, Spain
(tel./fax: + 34 915868339; e-mail: juancuelloneuro@gmail.com).

be determined. It is also necessary to investigate
whether reducing the ARR during pregnancy and
postpartum could be associated with a better long-
term outcome.

Neurofilaments are highly specific structural neu-
ronal proteins composed of heteropolymers of neuro-
filament (Nf) heavy chain, Nf medium chain and Nf
light chain (NfL) polypeptides together with alpha-in-
ternexin in the central nervous system (CNS) [2]. Cere-
brospinal fluid NfL quantification is considered a
specific biomarker for neuroaxonal injury in different
neurological diseases, which include MS, amyotrophic
lateral sclerosis, neurodegenerative disorders, and
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acute brain and spinal cord injury [3-5]. Recently, a
new method has been developed to measure serum
NfL (sNfL) levels using highly sensitive single-mole-
cule array (Simoa, Lexington, MA, USA) technology
[6,7]. Tt has been shown in several studies that sNfL
levels are closely associated with cerebrospinal fluid
NfL values, arguing for a release within the CNS [6,8].

In MS, sNfL levels are associated with disability
and disease activity and predict patient outcome
[9,10]. However, little is known about the levels of this
protein during pregnancy. The aim was to explore
sNfL levels during pregnancy and puerperium in an
MS cohort and to assess whether they are associated
with disease activity.

Patients and methods

Patients

This was a prospective, longitudinal study conducted
at Hospital General Universitario Gregorio Maranén
(Madrid, Spain) between January 2007 and July 2017.
During the study period, 58 patients with MS had a
pregnancy in our center and were examined for eligi-
bility. The 47 patients who gave their informed con-
sent to participate were consecutively included. Three
patients were lost during follow-up, and an additional
five with missing blood samples were excluded. Finally
39 pregnant MS patients (P-MS) were included. MS
was diagnosed according to the McDonald criteria
[11,12]. As a control group, 21 healthy age-matched
pregnant women (HPW) were included.

Pregnant MS patients were clinically evaluated
every trimester and at puerperium, with additional vis-
its in the case of suspected relapse. At first visit,
demographic and clinical variables including age, dis-
ease duration, reproductive history, clinical form of
MS, ARR before pregnancy, disability status accord-
ing to the Expanded Disability Status Scale (EDSS)
score [13] and previous treatments were recorded.
During the follow-up disease activity was monitored
by exploring changes in the EDSS score and the pres-
ence of relapses. Relapses were defined as the appear-
ance or worsening of focal neurological dysfunction
of more than 24 h duration, in the absence of fever or
signs of infection. The Ethics Committee of our center
approved the study protocol and written informed
consent was obtained from all participating women.

Samples

Serum samples of MS patients and HPW were
obtained during the first (weeks 8-12) and third
(weeks 29-37) trimesters and within the first trimester

postpartum. After collection, samples were aliquoted
and stored at —80°C until analysis. The sNfL concen-
tration was determined using a highly sensitive single-
molecule array (Simoa) assay [6]. Neurologists were
blind to laboratory results during the study.

Statistical analyses

Descriptive and multivariate analyses were performed.
The results of the continuous variables are presented
as median and interquartile range 25%-75% (IQR).
Analyses were made using the Mann—Whitney U test
or chi-squared test for categorical analysis. All analy-
ses were conducted with the Stata statistical package
(College Station, TX, USA), and P values below 0.05
were considered significant.

Results

Thirty-nine consecutive pregnancies in patients with
relapsing MS and 21 HPW were analyzed. Baseline
clinical characteristics of the MS group are shown in
Table 1. No differences in pregnancy and delivery
data were observed between the two groups, except
for a higher percentage of primiparas in the control
group (Table 2).

Twenty-one (53%) of the P-MS had received previ-
ous disease modifying treatment (DMT), which was
suspended at pregnancy desire in 14 cases (median
washout time 34 weeks, IQR 11-57). In the remaining
seven cases DMT was maintained until a positive
pregnancy test and then stopped (Table 3). The P-MS
group was subdivided into two subgroups according
to the presence of relapses during pregnancy: eight
(20%) patients suffered relapses (P-MS-R) and 31
(80%) did not (P-MS-NR). Relapses occurred in the
first trimester in five patients, in the second trimester
in one, and in both first and second trimesters in two
patients (Table 3).

Serum NfL values of the different groups are
depicted in Fig. 1. P values lower than 0.05 are

Table 1 Baseline clinical characteristics of MS patients

P-MS (n = 39)
Age (years, median, IQR) 33 (31-36)
Disease duration (years) 9 (5-13)
ARR 2 years before pregnancy (median, IQR) 0.6 (0.3-0.8)
EDSS score 1(0-1)
Time from last relapse until SNfL determination 22 (15.7-42.5)
(months)

ARR, annualized relapse rate; EDSS, Expanded Disability Status
Scale; IQR, interquartile range; P-MS, pregnant multiple sclerosis
group; sNfL: serum neurofilament light chain.
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Table 2 Reproductive and obstetric information

P-MS (n = 39) HPW (n = 21) P value
Age (years, 33 (31-36) 35 (30-37) 0.6
median, IQR)
Abortion history 14 (35%) 4 (19%) 0.15
Primiparous 9 (23%) 8 (38%) 0.04
Delivery mode: 33 (84%) 18 (85%) 0.7
vaginal
GA at birth 39 (38-40) 39 (38-40) 0.8
(weeks, median,
IQR)
Birthweight 3145 (2717-3462) 3150 (2330-3600) 0.6
(g, median,
IQR)

GA, gestational age; HPW, healthy pregnant women; IQR,
interquartile range; P-MS, pregnant multiple sclerosis group.

Table 3 Treatment status previous to pregnancy in MS patients

P-MS-R P-MS-NR
n=29) (n = 31) P value
Age (years, median, 32 (30-32) 34 (31-37) 0.1
IQR)
ARR 1 year before 0.5 (0-1) 0.5 (0-1) 0.3
pregnancy
(median, IQR)
Time from last relapse 20 (11-48) 22 (16-42) 0.5
until sNfL
determination
(months)
Treatment status
Treatment naive, 3 (40%) 15 (50%) 0.1
n (%)
Patients on 5 (60%) 16 (50%) 0.2
DMT before
pregnancy, n (%)
Treatment cessation
First line treatment APD 2/APT APD 12/APT 0.09
1 4
Second line APT 2 (40%) NA 0.09

treatment

APD, at pregnancy desire; APT, at positive pregnancy test; ARR,
annualized relapse rate; DMT, disease modifying treatment; IQR,
interquartile range; NA, not applicable; P-MS-NR, pregnant multi-
ple sclerosis women who had no relapse during pregnancy; P-MS-R,
pregnant multiple sclerosis women who suffered relapse during preg-
nancy; sNfL, serum neurofilament light chain.

shown. MS patients showed higher sNfL levels than
HPW in the first trimester, independently of the pres-
ence (P = 0.002) or not (P = 0.02) of relapses during
pregnancy. However, in the third trimester, only MS
women who suffered relapses showed higher sNfL val-
ues compared to the HPW group (P = 0.001).

Next sNfL values during puerperium were explored.
Both  relapsing (P =0.04) and non-relapsing
(P =0.02) MS patients showed higher sNfL values
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Figure 1 Serum neurofilament light chain levels during preg-
nancy and puerperium in pregnant MS patients and healthy con-
trols. 1T, first trimester; 3T, third trimester; HPW, healthy
pregnant women; P, postpartum; P-MS-R, pregnant multiple
sclerosis women who suffered relapse during pregnancy; P-MS-
NR, pregnant multiple sclerosis women who had no relapse dur-
ing pregnancy.

than healthy women at that point, with levels higher
in P-MS-R than in P-MS-NR (P = 0.02), thus show-
ing that the beneficial effect of having no relapses dur-
ing pregnancy extended to the postpartum period.

Discussion

High sNfL levels are increasingly recognized as mea-
sures of acute or chronic neuroaxonal damage [5,14].
In MS, they are affected by the EDSS score and the
occurrence of relapses, whilst storage time and sex do
not influence sNfL levels [6,10]. Thus, sNfL measure-
ment can be used to indicate recent neuronal damage
or silent clinical activity.

Serum NfL levels increase during pregnancy in
healthy women, have a positive correlation with
maternal age and can be significantly higher in pre-
eclampsia [15]. However, there is a lack of published
information about sNfL in MS and the putative cor-
relation with clinical activity during gestation. The
aim was to explore this by measuring the concentra-
tion of this protein in MS patients during pregnancy
and postpartum, using as a control group age-
matched HPW. No MS patient showed pre-eclampsia
during pregnancy, so our results were not affected by
this factor.

In the first trimester of pregnancy, sNfL values were
higher in MS patients compared to healthy women.
These data agree with prior reports indicating that the
protective effect of pregnancy in MS is higher in the
third trimester of gestation [1]. By contrast, in the
third trimester, changes in this protein were associated
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with the patient’s clinical status. Hence, patients suf-
fering relapses (all of them occurred within the first
and second trimesters) experienced a clear increase
compared to healthy women at that point. However,
those not suffering relapses during pregnancy showed
sNfL values similar to those of healthy women. These
data confirm the protective effect of pregnancy in MS
during the third trimester of gestation, with this pro-
tection being abrogated in the case of relapses during
pregnancy. Of note, the increase showed by P-MS-R
was evident at the third trimester of pregnancy, more
than 3 months after the last relapse occurred, and in
the postpartum period. An association of sNfL levels
with MS attacks was previously described, with values
normalized 3 months after relapses [6]. Our data
showing a more prolonged increase in SNfL values
after relapses in P-MS may indicate an extended axo-
nal injury, possibly due to the lack of any DMT dur-
ing this period. Reducing relapses during pregnancy
and puerperium can result in a better long-term bene-
fit, mostly by lowering the axonal damage. However,
the best strategy to reduce the relapse rate in this con-
text is yet to be established. Published data showed
that the relapse rate during pregnancy is higher nowa-
days, mostly because of DMT cessation and long
washout periods before pregnancy [16]. On the other
hand, there is increasing clinical experience in the use
of some DMT during pregnancy, although the long-
term safety is unknown [17-23]. When planning a
pregnancy in MS patients, the best strategy may be
achieved by a personalized DMT washout cessation
before conception, and even by establishing in which
cases it is preferable to maintain the safest DMT
options throughout the pregnancy in patients at high-
est risk.

Although these results should be validated in multi-
center cohorts, our data strongly suggest that during
pregnancy sNfL levels in MS patients depend on their
clinical status. High values at the third trimester may
indicate the presence of silent clinical activity during
pregnancy. These data could give a clue for future
clinical decisions in P-MS.
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5. Discusion:

En el presente estudio, nuestro objetivo fue analizar las distintas variables principales
que puedan relacionarse con el embarazo en una paciente con EM. De esta manera,
estudiamos inicialmente la fertilidad de nuestra cohorte en condiciones fisioldgicas, el
retraso habitual para concebir que puedan haber experimentado, y como esto puede
influir en el curso de la enfermedad, tanto en las posibilidades de una eventual
reactivacion de la actividad inflamatoria de la EM, coémo en las distintas elecciones
terapéuticas al planificar el embarazo. Ademas, nos propusimos analizar los distintos
factores bioquimicos e inmunologicos que pudieran influir en las fluctuaciones
clinicas que experimenta una paciente con EM durante el embarazo-puerperio, y
buscar un posible biomarcador sanguineo que sirva para correlacionarse con la
evolucion clinica, e incluso poder predecir la actividad inflamatoria que puedan
experimentar las pacientes durante este periodo de tiempo. Por tltimo, incluimos en
analisis del titulo de neurofilamentos en suero, ya que pensabamos que su utilidad
como marcador subrogado de dafio neuro-axonal nos podria ayudar a valorar mejor la
actividad inflamatoria y el dafio subclinico producido durante este periodo especifico
donde la EM puede presentar fluctuaciones clinicas importantes en un periodo corto

de tiempo.

5.1 Fertilidad, retraso hasta concebir y su influencia en la EM

La reproduccion humana es una cuestion de azar, que depende de la consecucion de
una serie de procesos secuenciales que conducen a lograr un embarazo a término y al
nacimiento de un nifio sano. Esta secuencia de distintos procesos fisioldgicos
requeridos para una normal reproduccion incluyen la ovogénesis y la

espermatogénesis, las relaciones sexuales eficaces, el correcto transporte de gametos,

66



la fertilizacion del embrion, su migracion al Gtero y posterior implantacion vy,
finalmente, una correcta tolerancia intrauterina y desarrollo del feto.[ 180] La fertilidad
potencial en una pareja es inherentemente incierta e impredecible.[181] Los modelos
empiricos para predecir las posibilidades de que una pareja para concebir
espontaneamente son complejos, y toman en consideracion el retraso experimentado
hasta concebir, la edad femenina, los antecedentes de fertilidad previa y el porcentaje
de espermatozoides méviles.[181] Con una mayor edad materna, las probabilidades de
lograr una concepcion y mantenimiento del embarazo disminuyen debido a una
heterogeneidad de factores, resultando en una mayor prevalencia de infertilidad en
parejas de mayor edad.[182]

El Tiempo Empleado Hasta Lograr Un Embarazo (TTP, por sus siglas en inglés) es un
parametro clinico utilizado habitualmente ante sospecha infertilidad. Este pardmetro
ayuda a determinar cudl es el momento méas oportuno para iniciar los diversos estudios
reglados que se realizan ante problemas de fertilidad. Diversos estudios poblacionales
demostraron que el TTP no supera los 6 meses en la mayoria de las parejas.[183] Con
el aumento del TTP hay una importante disminucién porcentual en la tasa de
concepcion por ciclo menstrual. De esta manera, en la practica clinica diaria, se puede
plantear la posibilidad de iniciar estudios de infertilidad después de seis ciclos
menstruales en los que la pareja tenga relaciones sexuales sin proteccion y no hayan
logrado la concepcion.[182] No obstante, el inicio de un estudio de fertilidad puede
estar muy influenciado por la edad materna. De esta manera, el estudio de infertilidad
se puede poner en marcha més precozmente en casos donde la edad materna se acerque
a los 40 afios.

En la EM, conocer el TTP habitual podria ser un factor importante a tener en cuenta al

momento de planificar un embarazo, dado que puede ayudar en la toma de decisiones
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de cara al tratamiento de las pacientes. Para una estrategia de planificacion del
embarazo personalizada, ademas del TTP, se debe considerar la actividad inflamatoria
de la enfermedad previa a concebir, el grado de discapacidad que presenta la paciente,
las preferencias personales y la distinta tolerancia al riesgo que pueda tener una
paciente y su pareja. En relacion a esto, un estudio francés que analizd el TTP en
pacientes con EM y describieron un TTP medio de 7,5 meses.[184] La metodologia
de este estudio fue criticada, ya que los embarazos puede lograrse rapidamente en
algunas parejas, o bien retrasarse mucho en otras, de modo que el calculo de la media
del TTP no es la mejor manera para reflejar el retraso tipico en concebir. En EM, el
TTP también puede variar seglin las zonas geograficas estudiadas. En este sentido, hay
un estudio multicéntrico europeo que mostrd variaciones sustanciales en el retraso para
lograr la fecundidad entre diferentes centros europeos, analizando su TTP. En este
estudio, el centro francés tenia el TTP mas prolongado, y el centro localizado en el sur
de Italia tuvo el TTP mas corto.[185] A nivel clinico, una de las decisiones mas
importantes que debe afrontar el neurdlogo cuando se planifica un embarazo en una
paciente con EM es determinar si debe interrumpirse el FME durante el embarazo,
mantenerse o bien cambiar de tratamiento, eligiendo las opciones que tengan un mejor
perfil de efectos secundarios. La decision debe sopesarse con el riesgo de brotes en
aquellos pacientes en los que se retira el FME, o el riesgo eventual de dafio fetal si se
decide mantenerlo durante la gestacion.[186] Ademas, las pacientes con una EM muy
activa previo al embarazo, si suspenden los tratamientos de segunda linea para
concebir, pueden experimentar un aumento en la actividad inflamatoria de la
enfermedad durante el propio embarazo, siendo este un factor de importante

morbilidad que debe ser tenido en cuenta.[187]
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En este estudio hemos analizado el TTP usando un abordaje distinto a los previamente
publicados. En nuestro estudio realizamos un analisis acumulativo del porcentaje de
mujeres que lograron la concepcion por ciclo menstrual, comparandolas con un grupo
de mujeres sanas emparejadas por edad. Encontramos que no hubo una diferencia
significativa en el TTP entre pacientes con EM y mujeres sanas, demostrandose que
hasta un 70% de los embarazos ocurrieron durante los primeros seis ciclos
menstruales.[ 188] Nuestros resultados mostraron que no existe un impacto importante
de la EM sobre la fecundidad, dado que no hubo diferencias al comparar con mujeres
sanas de edades similares. Basandonos en nuestros resultados, es importante saber que
un 60% de parejas logra su embarazo durante los primeros 3 meses de busqueda, y que
dicho porcentaje asciende al 70% a los 6 meses. Esto plantearia un periodo de seis
meses como un tiempo razonable para esperar tras la retirada de la medicacion, sobre
todo en pacientes con una actividad leve-moderada. E1 30% restante de mujeres puede
tener que esperar hasta dos afios para conseguir un embarazo. Esto haria necesario una
reevaluacion de la situacion transcurrido este periodo. Estos datos por tanto aportan
una informacion que nos puede ayudar a una mejor planificacion terapéutica del
embarazo. Asi mismo, en aquellas parejas donde se esperaria un TTP prolongado,
basado en su historial reproductivo previo, edad femenina y eventuales comorbilidades
obstétricas, podria ser necesario un tratamiento preventivo hasta la concepcion.[187]
Al momento de redactar la presente tesis, los FME de tipo interferén-beta y el acetato
de glatirdmero tienen permitido su uso durante la gestacion, si la situacion clinica de
las pacientes lo requiere.[187] Otra estrategia que se esta planteando en los ultimos
tiempos es usar farmacos que tienen un mecanismo inductor como pueden ser la
Cladribina o el Alemtuzumab, cuyo efecto terapéutico excede el tiempo de

permanencia del FME en el cuerpo de la madre. Dichos farmacos pueden representar
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una buena opcion al planificar el embarazo.[189] Sin embargo en casos de mujeres de
una edad cercana a la cuarentena que han retrasado la decision de embarazo, el tiempo
de demora que requieren los farmacos inductores antes de concebir puede ser un
problema. En todo caso, el conocimiento del TTP esperable en una paciente con EM
que hemos descrito en nuestro trabajo brinda una informacion importante al clinico,

que ayuda a una mejor planificacion del embarazo.

5.2 Esclerosis multiple durante el embarazo y su tratamiento

Como se ha comentado en la introduccion, en una mujer con EM, durante el proceso
del embarazo se modifica la incidencia habitual de su tasa anualizada de brotes (TAB),
observandose una disminucion gradual en la frecuencia de brotes, llegando a una
incidencia minima durante el tercer trimestre. Esto puede dar lugar a un aumento
compensatorio de la incidencia de brotes durante el primer trimestre posparto.[179]
Para una mujer con EM, la decision de quedarse embarazada puede estar muy
influenciada por la actividad inflamatoria de su enfermedad y su grado de discapacidad
previo al embarazo. El embarazo y el periodo postparto modifica el riesgo de padecer
brotes, pero no hay evidencia cientifica que asocie este periodo con un mayor el grado
de invalidez de la enfermedad a largo plazo. Tampoco se ha confirmado que el hecho
de embarazarse en si le genere a una paciente con EM una mayor discapacidad
posterior.[179, 190, 191]

En nuestra experiencia, las pacientes con EM tuvieron al concebir una media de edad
que no mostro diferencias significativas, con una media (min —max) de 32 afios en el
grupo de pacientes EM (25-39) contra 34 afios (20-48) en el grupo control. Ademas,
entre ambos grupos hubo el mismo porcentaje de primiparas-multiparas
(aproximadamente 40% - 60%, respectivamente, p:0.5). Es decir, las pacientes de

nuestra cohorte y su grupo control tuvieron una edad y situacidon ginecologica similar
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al momento de concebir. De esta manera, encontramos que el hecho de padecer EM
no influy6 en la edad en que nuestras pacientes se plantearon su primer embarazo, ni
influy6 en el nimero de hijos planificado.

En nuestra cohorte, entre las pacientes con EM predominaron las formas remitentes-
recurrentes, teniendo la mayoria de las pacientes un grado de invalidez muy bajo al
momento del embarazo (EDSS media de 1). Solo una paciente de nuestra cohorte
utilizaba baston para desplazarse (EDSS 6), estando la mayoria de las mujeres con una
EDSS entre 0 y 1. Creemos que el grado bajo de invalidez global de todas nuestras
pacientes puede haber influenciado el deseo gestacional materno, explicando asi la
falta de diferencias en edad e historial obstétrico comparado con las mujeres sanas.
En nuestra serie, hubo 40 casos de brotes ocurridos durante el embarazo, 6 (15%) de
ellos del grupo de pacientes expuestas a FME durante la gestacion y 34 (85%) del
grupo de pacientes no expuestas. A pesar de esto, solo 4 (10%) pacientes recibieron
glucocorticoides como tratamiento sintomatico, debido a la escasa repercusion
funcional que generaron los brotes sobre las otras pacientes.

Por otro lado, uno de los problemas mas importantes de la medicina perinatal en la
actualidad se relaciona con el riesgo de malformaciones fetales atribuidas al uso de
farmacos durante la gestacion. Una malformacion congénita en si puede originarse por
multiples mecanismos patogénicos y distintos agentes extrinsecos, incluidos los
farmacos. El mecanismo patogénico que puede dar lugar a una malformacion fetal
depende también de factores como la edad embrionaria a la que se administra el
farmaco, la dosis y duracion de la exposicion y la susceptibilidad genética individual.
Siempre que sea posible, debe evitarse el uso de farmacos durante el primer trimestre
de la gestacion, para disminuir riesgos de efectos adversos. No obstante, la necesidad

de utilizar medicamentos durante el embarazo es inevitable en muchos casos, ya sea

71



por seguridad materna, para disminuir el riesgo obstétrico o por la seguridad del recién
nacido. Ademas, en los embarazos no deseados, la exposicion farmacologica fetal
puede ser frecuente, al no haber existido una planificacion previa.[192]

En nuestro estudio, no obtuvimos ningin impacto negativo en los pardmetros
obstétricos analizados tras la exposicion fetal a FME, comparado con pacientes EM no
expuestas y mujeres sanas. En nuestra serie, la exposicion fetal a FME debido a utilizar
el farmaco tras la FUR en todas las pacientes. No hubo casos de exposiciones
farmacologicas dadas por no respetar el periodo de lavado recomendado en ficha
técnica. En todos nuestras pacientes expuestas a FME durante la gestacion, este se
suspendi6 al confirmar el embarazo, y esto ocurrio durante el primer trimestre de la
gestacion. Respecto a los resultados obstétricos, nuestros resultados estan en linea con
los registros de exposiciones fetales ocurridas en distintos FME, [169, 193, 194] sin
mostrar una morbilidad excepcional.

El feto es mas susceptible a la teratogénesis durante la fase de organogénesis, que
ocurre desde la implantacion hasta 60 dias después de la concepcion.[195] El efecto
teratogénico de un farmaco depende de la exposicion embrionaria al medicamento
durante la fase de organogénesis en si, aunque también puede estar mediada por otros
factores. En muchos casos, el riesgo teratogénico de los farmacos es desconocido al
momento de ser comercializado, debido sobre todo a una falta de estudios especificos.
En este sentido, mas del 90% de los tratamientos farmacologicos aprobados en los EE.
UU. durante las ultimas décadas han salido al mercado con un riesgo teratogénico
indeterminado para seres humanos.[196] Existen seis mecanismos basicos propuestos
para explicar la posible teratogenicidad farmacologica durante el embarazo[197]: el
antagonismo del metabolismo del folato, el estrés oxidativo, la inhibicion de la Enzima

Convertidora De Angiotensina y antagonismo del receptor de angiotensina II, la
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inhibicién de ciclooxigenasa 1 y 2, la inhibicion de la receptacion de 5-
hidroxitriptamina y, por ultimo, la propia presencia de firmacos en el embrion.
Muchos medicamentos clasificados como clase X estdn asociados con al menos uno
de los mecanismos antes descritos. El la actualidad, el estudio de posibles
polimorfismos en las proteinas trasportadoras de membrana de la placenta tiene un
gran interés, ya que diferentes configuraciones estructurales de estas proteinas pueden
favorecer el paso de farmacos desde la madre al embrion, y este hecho podria interferir
en una normal organogénesis.[198] En nuestra cohorte, en relacion a la exposicion
farmacologica durante la gestacion, no hubo ninglin caso de malformaciones fetales.
Ademas, tampoco hubo diferencias significativas en los dos principales indicadores
obstétricos analizados, como son las semanas de gestacion y el peso al nacer, entre las
mujeres gestantes expuestas a FME respecto a los grupos control. Las semanas de
gestacion y el peso al nacer son dos parametros utilizados con frecuencia en obstetricia
y salud publica, ya que se relacionan estrechamente con la viabilidad fetal, el
porcentaje de complicaciones neurologicas perinatales graves, y la mortalidad
neonatal en general.

En resumen, en nuestra experiencia analizamos 13 casos de pacientes expuestas a FME
durante el primer trimestre del embarazo. Encontrarnos que no hubo mayor morbilidad
clinica ni obstétrica en los casos expuestos respecto a los grupos control. Son escasos
los estudios observacionales sobre exposicion a FME durante el embarazo, y no hay
evidencia cientifica suficiente para considerarlos seguros. De este modo, se mantiene
la recomendacion de que una paciente con EM debe evitar los FME al concebir,
siempre que su situacion clinica lo permita. No obstante, este es un area en continuo

cambio, y en los ultimos anos se ha permitido el uso de FME durante el embarazo en
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situaciones clinicas concretas, utilizando siempre las opciones de menor riesgo

obstétrico.

5.3 Cambios inmunoldgicos durante el embarazo

En nuestra cohorte encontramos que cerca del 30% de las pacientes que presentaron
brotes durante el periodo de estudio, los presentaron tanto en el periodo de embarazo
como en el periodo postparto. Estos hallazgos estan en linea con publicaciones previas,
que sugieren que la actividad inflamatoria experimentada durante el embarazo en si
puede influir en la propia incidencia de brotes en el periodo postparto. Ademas, como
hemos visto previamente, se han descrito solamente factores clinicos que se pueden
relacionar con la aparicion de brotes en el periodo postparto, sin disponer de
informacion sobre factores seroldgicos.[223] Por esa razdn, en nuestro trabajo
decidimos evaluar los periodos embarazo-puerperio de manera conjunta, es decir,
hemos considerado que una paciente tuvo actividad inflamatoria cuando los brotes
ocurrieron tanto en el embarazo como en el posparto.

En sentido general, las enfermedades autoinmunes son mas frecuentes en el sexo
femenino, y las razones de esta diferente prevalencia entre sexos ain no estan
aclaradas.[199] Las hormonas sexuales femeninas y la expresion de los distintos genes
ligados a estas hormonas podrian ser responsables de una mayor predisposicion
femenina a las patologias autoinmunes.[200]

En relacion al embarazo, desde un punto de vista inmunologico, el feto se comporta
en el utero como un aloinjerto, ya que alberga antigenos diferentes a los de la madre.
De esta manera, durante un embarazo ocurre una inmunotolerancia materna hacia
antigenos ajenos que son expuestos en la unidad feto-placentaria, antigenos que
pueden ser paternos, o incluso de otra mujer en casos de gestacion subrogada. Por lo

tanto, para que un embarazo llegue a término, se piensa que debe existir un cambio en
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la respuesta inmune materna para evitar el rechazo fetal.[201] Por ejemplo, niveles
elevados de citoquinas inflamatorias en el liquido cérvico-vaginal y amnidtico se
asociaron con la ocurrencia de abortos espontaneos.[202] Ademads, los niveles
elevados de IL-1-beta y TNF-alfa en el liquido amnidtico, ambos de perfil pro-
inflamatorio, también estan asociados con mayor tasa de partos prematuros.[203, 204]
En la esclerosis multiple, diferentes estudios han abordado el valor de citoquinas
especificas y mediadores inflamatorios durante el embarazo.[220, 221]. Sin embargo
la informacién sobre el perfil habitual de citoquinas serologicas que tiene una mujer
durante el embarazo ain es limitada. En este sentido, creemos que explorar los
cambios inmunologicos que ocurren durante el embarazo en la EM es de gran
importancia, ya que su conocimiento nos ayudaria a comprender mejor las
fluctuaciones clinicas que ocurren en la enfermedad durante este periodo de tiempo, y
podria explicar el porqué de la mejoria experimentada en el curso natural de la
enfermedad mientras una mujer estd embarazada.

Desde el punto de vista inmunoldgico, existen al menos dos mecanismos basicos para
controlar la magnitud de una respuesta inmune: el primer mecanismo es la supresion
activa de la respuesta inflamatoria y el otro mecanismo implica una mayor tolerancia
inmunologica. En el caso de un embarazo, los mecanismos responsables de la
tolerancia materna hacia el feto no estan del todo aclarados. Las teorias iniciales se
basaban en los hallazgos derivados de animales de experimentacion, que postulaban
que esta tolerancia materna se podria lograr mediante un cambio global en la secrecion
de citoquinas provenientes de los linfocitos T activados, con una disminucion del perfil
inmunolégico TH1 (inmunidad celular) y un aumento relativo del perfil tolerogénico.
En este sentido, en ratones se ve una claro aumento en los niveles de citoquinas del

perfil Th2 durante el embarazo.[205, 206] Por el contrario, en seres humanos esta
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supuesta predominancia global TH2 durante el embarazo no esta tan clara. Con el paso
del tiempo, distintos estudios de inmunidad durante el embarazo han mostrado
informacion potencialmente contradictoria, reportando una disminucion en la
capacidad proinflamatoria en algunos casos, mientras que otros estudios mostraron una
mayor prevalencia de la capacidad tolerogénica materna.[207-209] En la actualidad,
se cree que en la mujer gestante existe una inmunosupresion selectiva o imnuno-
modulacion, en lugar de una inmunosupresion generalizada. De esta manera, el sistema
inmune materno durante el embarazo presentaria una combinacion tanto de
marcadores de activacion inmune, como de inmunotolerancia, variando segun la etapa
gestacional en que lo considere. Respecto a los distintos mecanismos tolerogénicos
que se ponen en marcha durante el embarazo, las células T reguladoras (Tregs), que
intervienen habitualmente en los mecanismos de tolerancia inmunoldgica, se vuelven
mas numerosas durante la gestacion en respuesta a la presencia de antigenos
fetales.[210] Estas células T reguladoras producen IL-10, que desempefian un papel
importante en el mantenimiento del embarazo, dado que su funcidn parece ser la de
suprimir las respuestas inmunes patoldgicas de las células T maternas. En los animales
de experimentacion, el bloqueo especifico de la produccion de IL-10 aumento la
incidencia de abortos, aunque se logréo completar el embarazo en muchos otros
casos,[211] lo que parece sugerir que esta citoquina actiia en combinacidon con otros
factores. En la misma linea, ademas de las células T, durante el embarazo se describid
también una expansion de la poblacion de las células B reguladoras (Breg) CD19+
CD24hi CD27+, que también producen IL-10.[212]

De manera adicional, dentro de las modificaciones inmunolédgicas producidas durante
el embarazo, se debe considerar también la influencia que pueden ejercer las diferentes

moléculas inhibitorias de punto de control inmunitario (en inglés, immune checkpoint
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inhibitor). Por ejemplo, la interaccion durante el embarazo del ligando de muerte
programada 1 (PD-L1, derivado del inglés Programmed Dead Ligand 1) con su
receptor PD-1 puede modificar el perfil de secrecion de citoquinas deciduales en suero
de la madre. De este modo, el sincitiotrofoblasto emplea PD-L1 como inhibidor del
punto de control inmunologico, inactivando las células inmunitarias maternas que
expresan PD-1,[213] facilitando un estado de inmunosupresion local[214] que evite su
rechazo. Esto se cree que puede favorecer también un entorno materno global mas

tolerogénico.[215]

5.3.1 Citoquinas durante el embarazo:

Durante el curso de un embarazo, una de las proteinas que juegan un papel mas
importante es la Activina-A. Se expresa en la decidua, el sincitiotrofoblasto, el
citotrofoblasto y en las membranas fetales, siendo una de las proteinas placentarias
mas importantes que se forman y secretan a la circulacion materna. Sus niveles
aumentan progresivamente durante la gestacion y se vuelven insignificantes en el
posparto. Una de las funciones principales de la Activina-A durante el embarazo es la
modulacion de las respuestas inflamatorias, regulando la funcién de neutrodfilos,
monocitos y linfocitos.[216-218] Este control de la respuesta inflamatoria mostro ser
fundamental para viabilidad del embarazo, ya que se demostré que niveles elevados
de células proinflamatorias (por ejemplo que producen IFN-y) estan asociados con el
fracaso de la implantacion embrionaria y con la ocurrencia de abortos.[219]

En nuestro estudio, cuantificamos niveles séricos de distintas citoquinas
proinflamatorias e inmuno-reguladoras, durante el periodo de embarazo y en primer
trimestre tras el parto. Como primer dato importante, no encontramos que el nivel basal

de las distintas proteinas analizadas pudiera haber estado influido por la situacién
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clinica de la paciente previa al embarazo o el uso de los distintos FME. Sin embargo,
encontramos un aumento de Activina-A y de la IL10 (p=0,003 y p=0,02,
respectivamente) durante el primer trimestre del embarazo en pacientes que no
tuvieron brotes durante el periodo embarazo-postparto. Ademas, las pacientes que no
tuvieron brotes durante el periodo embarazo-postparto mostraron unos niveles de PD-
L1 mas elevados en el primer trimestre en comparacion a las mujeres con brotes,
aunque sin alcanzar significacion estadistica (p: 0,06) durante este periodo. Estos
hallazgos sugieren que la determinacion de IL-10, activina-A y PD-L1 al inicio del
embarazo podrian ser utiles para ayudar a predecir la evolucion clinica de las pacientes
EM durante el embarazo. En el segundo trimestre de gestacién, se mantuvo un
aumento discreto de Activina-A en pacientes EM embarazadas que no tuvieron brotes
(p:0.003). Ya en el tercer trimestre, los distintos valores analizados en ambos grupos
no mostraron diferencias estadisticamente significativas. Estos datos no habian sido
explorados con anterioridad. Solo en una pequeia cohorte de 15 pacientes con EM
evaluadas durante el embarazo y el puerperio, se sugirié que la disminucién de los
linfocitos T, productores de IFN-y después de la estimulacion con CD3/CD28, se
asociaba con un mayor riesgo de brotes posparto.[222] Desafortunadamente, estos
datos no se han replicado con posterioridad y la informacidn adicional publicada en
dicha linea de trabajo es limitada.

Nuestros hallazgos muestran que distintos niveles basales de citoquinas especificas se
asociaron con una distinta evolucion de la paciente. Las citoquinas que han mostrado
una correlacion con la evolucion de las pacientes EM han sido la Activina A y la IL-
10 que, como hemos visto son, citoquinas clave para la normal evolucion de un
embarazo. Dichas citoquinas tienen un origen diferente, teniendo la Activina-A un

origen placentario y la IL-10 un origen en células T y B regulatorias maternas. Ambas
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juegan un rol fundamental en la tolerancia materna hacia la unidad feto-placentaria.
Asi, las distintas concentraciones basales que vimos en estas citoquinas puede haber
jugado un papel clave en la regulacion de los distintos procesos inflamatorios
subyacentes, y en la diferente evolucion clinica. De esta manera, nuestros hallazgos
podrian contribuir a explicar uno de los mecanismos responsables de la mejoria clinica
que experimenta la EM durante la gestacion.[224, 225] Por ultimo, como se ha visto
en la tabla del manuscrito publicado, no se observaron diferencias en otras citoquinas

proinflamatorias y reguladoras analizadas en nuestro estudio.

5.5 Analisis de los neurofilamentos durante el embarazo en EM y su

utilidad

La cuantificacion del nivel sérico de la cadena ligera de los neurofilamentos (sNfL) se
utilizan actualmente como un marcador subrogado de dafio neuroaxonal, siendo util
su determinacion distintas enfermedades neuroldgicas, sirviendo asi para situaciones
en donde ocurre un dafio neuronal agudo (por ejemplo ictus, traumatismos craneo-
encefalicos, infecciones) como en casos de neurodegeneracion crénica (por ejemplo
distintas demencias).[226, 227] En el caso de la EM en concreto, los niveles de sNfL
se pueden ver correlacionar tanto con la invalidez que presente un paciente en concreto
cuantificada mediante la escala EDSS, y con la ocurrencia de actividad inflamatoria.
[228, 229] Por tanto, en EM, la medicion de sNfL se esta convirtiendo en un parametro
de gran utilidad, ya que ha demostrado ser un biomarcador de utilidad que se
correlaciona con la presencia de dafio neuronal agudo y actividad clinica silente, la
respuesta terapéutica en tiempo real al distintos FME,[230] o bien indicar la presencia
de dafio neurodegenerativo progresivo.[231] Como dato positivo adicional que ayuda

a evitar sesgos en la practica clinica diaria, los niveles de sNfL no se relacionan con el
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genero del paciente ni con el tiempo de almacenamiento de la muestra sanguinea
previo a su analisis [232].

En relacion al embarazo en concreto, se ha visto que los niveles séricos de NfL
aumentan progresivamente durante el embarazo incluso en mujeres sanas, tienen una
correlacion positiva con la edad materna y pueden ser significativamente mas altos en
los casos de preeclampsia.[233] En el caso de la EM, sin embargo, no se disponia de
publicaciones que indicaran el patron de comportamiento de del titulo de SNfL durante
el curso normal de un embarazo y el periodo postparto, ni su eventual correlacién con
la actividad clinica durante este periodo donde la incidencia en la actividad
inflamatoria puede ser potencialmente fluctuante. Al incluir el analisis de los sNfL en
nuestra cohorte prospectiva, nuestro objetivo fue el cubrir esta necesidad. Para eso, se
analiz6 la concentracion de esta proteina en pacientes con EM durante el embarazo y
el posparto, utilizando como grupo de control a mujeres sanas, emparejadas por edad
para evitar sesgos. En nuestro estudio, ninguna paciente con EM presentd
preeclampsia durante el embarazo, por lo que nuestros resultados tampoco se vieron
afectados por dicho sesgo potencial.

En nuestro trabajo, los valores de sNfLL fueron mas altos durante el primer trimestre
del embarazo en pacientes con EM, en comparacion con mujeres sanas. Esto puede
deberse a que las pacientes con EM sufren un dafio neuroaxonal preexistente, que es
producto de la propia enfermedad, y esto se refleja ya al comienzo del embarazo. Por
otro lado, el efecto protector del embarazo en el curso de EM predomina recién en el
tercer trimestre de la gestacion.[179] Por esta razon, los cambios en los niveles de sSNfL
del tercer trimestre que vimos en nuestras cohorte de pacientes con EM se vieron
condicionados por la evolucion clinica experimentada durante el propio embarazo. En

este sentido, las pacientes que tuvieron brotes durante el embarazo, mostraron en su

80



tercer trimestre un claro aumento en el titulo de sSNfL en comparacion con las pacientes
EM sin brotes (p: 0.02) y con las mujeres sanas (p: 0,001). Cabe recordar que, en
nuestra cohorte, todas las pacientes con EM tuvieron sus brotes durante el primer y/o
segundo trimestre; ninguna sufrio brotes en el 3° trimestre. Por otro lado, las pacientes
que no sufrieron brotes durante el embarazo mostraron al 3° trimestre valores de sNfLL
similares a los de las mujeres sanas (p: 0,4). De esta manera, hubo un grupo de
pacientes EM que comenzaron el embarazo con niveles de sNfL superiores a las
mujeres sanas (p: 0.02), pero la ausencia de brotes durante al gestacion hizo que no se
vean diferencias entre sus niveles al medirlo en el tercer trimestre. Estos datos
confirman que el embarazo produce un efecto neuroprotector, que no solo se
relacionaria con una baja incidencia de brotes, siendo evidente durante el tercer
trimestre de gestacion. Dicho efecto protector, como es logico, se vio anulado en las
pacientes que si sufrieron brotes. Es de destacar que el aumento en los titulos de sNfL
generado por los brotes sufridos en el primer y segundo trimestre del embarazo se
mantuvieron incluso en el tercer trimestre y en el periodo posparto, lo que significa
que persistieron elevados mas de 3 a 6 meses tras la ocurrencia de los brotes. En
estudios previos que analizaron la asociacion entre los niveles de sNfL y la presencia
de brotes en EM, se vio que los titulos de sNfL llegaban a normalizarse a los 3 meses
tras la ocurrencia del brote.[232] De esta manera, nuestros datos mostraron entonces
una persistencia mas elevada de los valores sanguineos de sNfL tras los brotes, hecho
que puede indicar una lesion neuroaxonal mas acusada, quizé debido a la falta de
tratamiento con FME durante este periodo.

La reduccion de los brotes durante el embarazo y el puerperio puede resultar en un
mejor beneficio clinico de la paciente a largo plazo, dado que se reduce el dafio axonal,

mejorando asi la reserva neuronal a futuro. Sin embargo, la mejor estrategia terapéutica
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para reducir la incidencia de brotes durante el embarazo no esta aiin establecida. Como
hemos visto, datos publicados mas recientemente mostraron que la tasa de brotes
durante el embarazo podria ser mayor hoy en dia, debido a que la interrupcion de los
FME previo a concebir, hecho que puede generar una reactivacion compensatoria de
actividad inflamatoria de la enfermedad.[234]. Aunque nuestros resultados deben
validarse en estudios mas extensos y con cohortes multicéntricas, nuestros resultados
indican que, durante el embarazo de una paciente con EM, los niveles de sNfL se
correlacionan con su situacion clinica. Los valores altos en el tercer trimestre podrian
indicar también la presencia de actividad clinica silente durante el embarazo. De esta
manera, conocer las distintas fluctuaciones en los niveles de sNfLL durante el embarazo
podria ayudar en la toma de decisiones clinicas a futuro.

Para concluir, deseamos destacar que si bien el conocimiento de los mecanismos
inmunolégicos intrinsecos que suceden durante la gestacion humana atin no estan del
todo esclarecidos, la evidencia cientifica actual sugiere que durante el curso de un
embarazo coinciden mecanismos inmunoldgicos de tipo proinflamatorios combinados
mecanismos regulatorios. Esta combinacion de mecanismos inmunologicos
potencialmente antagdnicos varia segun la etapa de la gestacion que se considere.
Profundizar en el conocimiento de los mecanismos tolerogénicos que ocurren durante
el embarazo y su influencia en el curso de la EM podria orientar el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas, ya que ayudaria a brindarnos nuevas herramientas para
controlar la actividad inflamatoria. Ademas, el conocimiento de la influencia de
distintos factores inmunologicos en la actividad de la EM durante embarazo podria
proporcionarnos distintos biomarcadores, que serviran para predecir el curso de la
enfermedad durante este periodo tan especial. A pesar de que las fluctuaciones que

sufre una paciente con EM durante el embarazo y el postparto se conocen desde hace
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décadas, el riesgo de padecer un brote posparto en una paciente en concreto sigue
siendo incierto y no existe en la actualidad ninguna manera de predecirlo. Este hecho
genera distintas dificultades en la practica clinica diaria. En el presente estudio hemos
analizado distintos factores relacionados con la EM y el embarazo, proporcionando
nueva evidencia cientifica en puntos clave que van desde el retraso a concebir, la
morbilidad potencial de los FME, distintos marcadores seroldgicos que predicen la
aparicion de brotes y la utilidad de las cadenas ligeras de neurofilamentos durante el
embarazo, que creemos ayudardn al clinico a una correcta planificacion global del

embarazo, que resulte en beneficio de sus pacientes.
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6. CONCLUSIONES



No encontramos un retraso en el tiempo empleado hasta concebir en las
paciente con EM en comparacion a las mujeres sanas. Estos datos sugieren
que no existe una influencia negativa de la EM en la fertilidad.

La tasa de concepcion fue del 60% durante el primer trimestre de busqueda y
se elevd al 70% en ambos grupos a los seis ciclos menstruales, dando al
neurdlogo clinico una idea del retraso habitual que se puede requerirse hasta
lograr un embarazo.

Trece pacientes sufrieron exposiciones a FME durante el primer trimestre de
embarazo. No encontramos una mayor morbilidad materno-fetal en los casos
de pacientes expuestas.

La evolucion clinica durante el embarazo influyo en el perfil de citoquinas en
suero de las pacientes. Los pacientes con brotes en el embarazo mostraron
niveles bajos de Activina-A e IL-10.

Niveles de Activina-A mayores de 550 pg/dl durante el primer trimestre de
gestacion en pacientes EM predijeron un bajo riesgo de aparicion de brotes
durante el embarazo-postparto.

Los niveles de neurofilamentos en pacientes con EM durante el primer
trimestre del embarazo estaban elevados en comparacidon con mujeres sanas
en el mismo periodo del embarazo.

Las pacientes con EM que tuvieron brotes durante los dos primeros trimestres
del embarazo tenian valores aumentados de sNfL en el tercer trimestre de
embarazo en comparacion con las pacientes sin brotes en el embarazo y las
mujeres sanas. No hubo diferencias entre los dos tltimos grupos entre los

niveles de neurofilamentos en el tercer trimestre del embarazo.

85



8.

9.

Las diferencias encontradas en los valores de sNfL durante el embarazo entre
las pacientes con EM con y sin brotes, se mantuvieron en el postparto.
Nuestros datos indican que la induccion precoz de citoquinas tolerogénicas se
asocia con un buen pronostico en mujeres con esclerosis multiple durante el
embarazo y el puerperio y que la presencia de brotes en los primeros
trimestres del embarazo de asocian con mayor inflamacion subclinica y dafio

axonal a lo largo del embarazo y el postparto.
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menor porcentaje de lactancia, ambos estadisticamente significativos.

Conclusiones: Nuestro trabajo confirma que el embarazo no repercute negativamente en el
curso de la EM y que no existe mayor morbilidad obstétrica comparado con mujeres sanas.
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Multiple sclerosis and pregnancy: a single-centre prospective comparative study

Abstract

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is a autoimmune disorder which preferentially affects
young women of childbearing age. During pregnancy, the annualized relapse rate (AAR) is modi-
fied, but pregnancy has no harm effect on the long-term course of the disease. We aimed to
study the clinical course of our MS patients during pregnancy, and compare their obstetrics
outcomes with a control group of non-MS patients.

Methods: A single centre prospective observational study was conducted. We assessed the
reproductive history, MS history, pregnancy course and new-born outcome of a cohort of MS
patients who had had a pregnancy between january 2007 and july 2012. We compared the
global outcomes with a control cohort of 58 age-matched healthy pregnancies.

Results: Complete data from 35 consecutive women were analyzed, 40 deliveries. Control
groups: 58 patients, 60 deliveries. EDSS at pregnancy 0,7. ARR before pregnancy 0,5. During
pregnancy 0,3, after pregnancy 0,4. Twelve patients were on disease-modifying drugs (DMD)
before pregnancy, 4 prenatal exposure occurs. The comparison between relapse rate and EDSS
before, during and after delivery showed no statistically significant difference. In addition, com-
pared to control group, there were also no differences in the obstetric outcomes. In MS cohort,
we found a higher incidence of assisted reproductive treatments and lower breastfeeding rate,
both statistically significant.

Conclusions: Our series confirms that pregnancy has no negative long term impact on the
progression of MS and also suggest that there is no additional morbidity in the pregnancy,
comparing to the rest of the population.

© 2014 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad autoinmune
cronica del sistema nervioso central, que afecta predo-
minantemente a mujeres en edad fértil'. Se considera
que la susceptibilidad de padecer EM depende de facto-
res medioambientales en sujetos con un perfil genético
predisponente? ©.

Cuando una mujer con EM se embaraza, se modifica
su tasa anual de brotes (TAB) habitual, observandose una
disminucion en la incidencia de brotes durante el ter-
cer trimestre del embarazo, con un aumento posterior
durante el primer trimestre posparto’. A largo plazo, la
TAB y la discapacidad global no parecen estar afecta-
das por las modificaciones en la incidencia de brotes
producidos durante el embarazo. Con respecto a otros para-
metros analizados en embarazadas con EM o sus recién
nacidos, tales como la duracion del periodo gestacional,
el porcentaje de cesareas realizadas, el peso del recién
nacido y la incidencia de complicaciones obstétricas, los
resultados de los diferentes estudios realizados al res-
pecto no siempre son comparables, con resultados a veces
contradictorios®.

Actualmente, no se dispone de un consenso internacio-
nal que guie el proceder clinico cuando una paciente con
EM planea concebir, por lo que se suelen encontrar diferen-
cias segln distintos paises. La planificacion del embarazo
y un adecuado control de la EM son de gran importancia
para este grupo de pacientes. El uso de farmacos modi-
ficadores de la enfermedad (FME) durante el embarazo

esta desaconsejado, debido al desconocimiento de los efec-
tos que estos farmacos puedan tener sobre el feto'. No
obstante, a menudo ocurren exposiciones prenatales invo-
luntarias a FME, sobre todo en los casos de embarazos no
planificados, de modo que cada vez se dispone de mas evi-
dencia en este contexto®'°.

El objetivo del presente trabajo es analizar la experien-
cia clinica de nuestro centro en el manejo de pacientes con
EM cuando se produce un embarazo, y comparar los resul-
tados ginecoldgicos y obstétricos con embarazos de mujeres
sanas.

Material y métodos

Estudio observacional descriptivo realizado en el Hospital
General Universitario Gregorio Maranon de Madrid (HGUGM),
disenado con un seguimiento longitudinal prospectivo. El
HGUGM es un hospital publico perteneciente al Servicio
Madrileno de Salud, con 1.671 camas instaladas para pacien-
tes hospitalizados y una poblacion asignada de 317.940
personas''. Se analizan los datos globales de una cohorte
de pacientes diagnosticadas de EM, que dieron a luz entre
enero de 2007 y julio de 2012. Para el diagnostico de EM se
utilizaron los criterios de McDonald, actualizados segun la
fecha en la que se realizo'.

Todas las pacientes, una vez confirmado el embarazo y
tras obtener su consentimiento, fueron valoradas prospec-
tivamente en consulta, analizando las distintas variables
clinicas de manera estandarizada. Las valoraciones han sido
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trimestrales durante el embarazo, y semestrales tras el
parto, hasta completar los 2 anos.

En el estudio de las pacientes con EM se incluyé edad, his-
torial reproductivo, forma clinica de EM, anos de evolucion
de la enfermedad, TAB desde el inicio de la enfermedad,
grado de discapacidad mediante escala EDSS de Kurtzke y el
historial de tratamiento farmacoldgico recibido'®. Se utili-
zaron las caracteristicas previas de la cohorte de pacientes
con EM bajo estudio como autocontrol del nimero de bro-
tes y grado de discapacidad entre los periodos preembarazo,
embarazo y posparto. Se consideré como brote la aparicion,
reaparicion o empeoramiento de signos de disfuncion neu-
rologica focal, de mas de 24 h de duracion, en ausencia de
fiebre.

Con respecto al embarazo y parto, los resultados glo-
bales de las pacientes con EM se compararon con un
grupo control de 58 embarazadas sanas, elegidas al azar
de nuestro centro durante el mismo periodo de tiempo.
Todas las pacientes del presente estudio fueron asistidas
en el Servicio de Ginecologia de nuestro centro hospitala-
rio, con los cuidados prenatales, gestacionales y posparto
pertinentes.

Finalmente, se realizaron entrevistas personalizadas a la
cohorte de pacientes con EM, utilizando cuestionarios semi-
estructurados, con el fin de completar la informacion que
pudiera faltar.

Analisis estadistico

Los resultados de las variables continuas se presentaron
mediante su media y desviacion tipica, o bien mediante
media y rango minimo-maximo. El analisis de normali-
dad se estudio con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para
comparar medias entre 2 grupos, se utilizaron pruebas
paramétricas (t de Student) o pruebas no paramétricas
(Mann-Whitney), eligiendo la mas adecuada en cada caso
en funcién de la normalidad de los datos y del nimero
total de pacientes de cada grupo. Para estudiar TAB a lo
largo del tiempo en las comparaciones previas al embarazo,
durante el mismo y tras el parto, se han utilizado la prueba
de Wilcoxon, la prueba de McNemar, y la prueba t de Stu-
dent de medidas repetidas. La asociacion entre variables
cualitativas se estudié mediante la prueba ji-cuadrado de
Pearson o exacta de Fisher. El analisis estadistico se realizo
con el programa SPSS version 21.0. Se consideraron como
estadisticamente significativos aquellos resultados con una
p<0,05.

Resultados

Se obtuvieron 39 embarazos en mujeres con EM durante el
periodo de tiempo analizado, con el ultimo parto ocurrido
en mayo de 2012. Hubo una pérdida de seguimiento en 4
pacientes. De las 35 mujeres con EM analizadas, se obtuvie-
ron 40 partos: 4 (11,4%) pacientes dieron a luz en 2 ocasiones
durante el estudio, y una (2, 8%) tuvo un embarazo gemelar.
Del grupo control, se obtuvieron 60 partos de 58 mujeres
(2 gemelares).

Caracteristicas epidemiologicas de las mujeres con
esclerosis multiple

La totalidad de la cohorte de pacientes con EM habia
experimentado brotes por su enfermedad, con la forma
remitente-recurrente en 32 (91,4%) pacientes, forma pro-
gresiva con brotes 2 (5,7%) pacientes y forma secundaria
progresiva una (2,8%) paciente. La media de tiempo de evo-
lucion de la enfermedad fue de 8,55 afos (2-22). El grado
de discapacidad global de la cohorte al momento del emba-
razo era de 0,7 en la EDSS (0-5), 23 (65,8%) pacientes con
EDSS =0; 6 (17,1%) pacientes con EDSS=1, y las restantes 6
(17,1%) con EDSS entre 2 y 5. La TAB global desde el inicio de
la enfermedad fue de 0,7 (0,1-2,5), la TAB en los 2 anos pre-
vios al embarazo fue 0,5 (0,3-0,6). Diez (28,5%) pacientes
no habian tenido brotes en los 2 afos previos al embarazo.

Al momento de iniciar la gestacion, 23 (65,8%) pacien-
tes no recibian tratamiento inmunomodulador para EM. Las
otras 12 (34,2%) pacientes recibian tratamiento con FME:
4 con Rebif® (interferon beta-1?), 2 con Avonex® (inter-
feron beta-1?), 4 con Betaferon® (interferdn beta 1°) y 2
con Copaxone® (acetato de glatiramero). La duracion media
del tratamiento con FME fue de 43,4 meses (1-120). Ocho
pacientes suspendieron los FME al planificar el embarazo,
permaneciendo sin medicacion una media de 25,5 semanas
(8-64) antes de la fecha de ultima menstruacion. Cuatro
pacientes quedaron embarazadas mientras tomaban FME:
una con Avonex®, otra con Copaxone®, otra con Rebif® y
otra con Betaferon®. En estas 4 pacientes, los FME se sus-
pendieron inmediatamente al diagnosticar el embarazo, y
en todos los casos la suspension se realizo durante el pri-
mer trimestre, con una media de 6,5 semanas (3-10) tras
la fecha de la Ultima menstruacion. Recibieron tratamiento
por infertilidad 5 (14,2%) pacientes con EM.

Situacion funcional de la cohorte con esclerosis
multiple durante el embarazo (tabla 1)

La TAB durante el periodo de 2 afos previos al embarazo
fue de 0,5 (0,3-0,6). Durante el embarazo fue de 0,3 (0,07-
0,52), y en el periodo de 2 afos de seguimiento posparto
de 0,4 (0,24-0,56). El analisis mediante pruebas paramétri-
cas de Wilcoxon no encontré diferencias estadisticamente
significativas en las TAB entre los periodos preembarazo,
embarazo y posparto. Al analizar la TAB previa al embarazo y
la TAB durante el embarazo, la prueba paramétrica t de Stu-
dent mostro que la TAB disminuye durante el embarazo, pero
sin alcanzar significacion estadistica (p=0,23). No se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas entre la
TAB preembarazo y postembarazo. tabla 1.

De las 35 mujeres analizadas, 25 (71,4%) tuvieron brotes
en los 2 anos previos al embarazo, 7 (20%) tuvieron brotes
durante el embarazoy 18 (51,4%) tuvieron al menos un brote
en el periodo de seguimiento de 2 afos tras el parto. En los
casos de brotes posparto, el primer brote ocurrié dentro del
primer trimestre posparto en el 94,4% de las pacientes.

Segln la incidencia de brotes previos al embarazo, se
analizd la posibilidad de tener brotes en el periodo pos-
parto. La prueba de McNemar mostré que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre la incidencia de brotes
previos y posteriores al embarazo (p=0,14), si se toma en
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Tabla 1

Incidencia de brotes por EM en periodo preembarazo, embarazo y posparto

Brotes 2 anos preembarazo (n: 35)

Brotes durante embarazo

Brotes 2 anos posparto

Si: 25 pacientes Si: 6 pacientes

No: 19 pacientes

No: 10 pacientes Si: 1 paciente

No: 9 pacientes
TAB 0,3 (0,07-0,52)
7 pacientes con brotes durante el

TAB 0,5 (0,3-0,6)
25 pacientes con brotes en los 2

anos previos embarazo

Si: 13 pacientes

No: 12 pacientes

Si: 5 pacientes

No: 5 pacientes

TAB 0,4 (0,24-0,56)

18 pacientes con brotes en el
posparto

cuenta un periodo de 2 anos. La comparacion de la EDSS
preembarazo con la EDSS a los 2 afos posparto no mostro
diferencias estadisticamente significativas.

Caracteristicas del parto en la cohorte con
esclerosis multiple

De los 40 partos producidos, 35 (87,5%) fueron por via natural
y 5 (12,5%) por cesarea. La paciente con embarazo geme-
lar tuvo un parto por via natural y otro por cesarea. El sexo
del recién nacido fue masculino en 23 (57,5%) casos. El peso
medio al nacer fue de 3.012,8 g (1.200-3.800). Solo un recién
nacido fue prematuro y requirio reanimacion. Se observaron
las siguientes complicaciones médicas: un caso de oligoam-
nios, 2 casos de anemia gestacional, un caso de diabetes
gestacional, un caso de placenta previa y un caso de trisomia
XXY. En el caso de oligoamnios, la madre recibié Betaferén®
hasta la séptima semana de embarazo. En el resto de com-
plicaciones, ninguna madre habia recibido FME previamente
al embarazo.

Comparacion de embarazos entre mujeres con
esclerosis multiple y mujeres sanas (tabla 2)

Al comparar las caracteristicas del embarazo y parto de la
cohorte de mujeres con EM y el grupo control de 58 muje-
res sanas, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la edad materna al concebir, historial
reproductivo, presencia de abortos previos, semanas de
gestacion, peso al nacer, porcentaje de cesareas ni com-
plicaciones obstétricas. tabla 2.

Se encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas en el porcentaje de mujeres que recibieron tratamiento
por infertilidad (p <0,05). De las 5 (13,5%) mujeres con EM
que recibieron tratamiento, en 4 se usé fecundacion in vitro
(FIV) y una recibio inseminacion artificial. En el grupo con-
trol, 2 (3,3%) pacientes recibieron tratamiento mediante FIV
en ambos casos.

También se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la lactancia. En el periodo posnatal inmediato,
iniciaron lactancia 26 (74%) mujeres del grupo con EM. De
las 9 (26%) mujeres que no iniciaron lactancia, en 5 casos
se debio al inicio inmediato de FME en el periodo posparto.
Del grupo control, iniciaron lactancia en periodo posparto
inmediato 56 (96,5%) mujeres.

Discusion

Las enfermedades autoinmunes son mas frecuentes en el
sexo femenino, y las razones de esta diferencia en la pre-
valencia entre ambos sexos aln no estan aclaradas'®. Las
hormonas sexuales femeninas y la expresion de los distin-
tos genes ligados a estas hormonas podrian ser responsables
del aumento en la susceptibilidad. Durante el embarazo, se
producen modificaciones hormonales que pueden influir en
el curso de distintas enfermedades autoinmunes, como es
el caso de EM, artritis reumatoide y psoriasis, cuyas pacien-
tes experimentan una mejoria durante el embarazo, con un
empeoramiento en los primeros meses posparto'®. Desde un
punto de vista inmunologico, el feto se comporta en el Utero
como un aloinjerto, ya que alberga antigenos heredados del
padre. Por lo tanto, se piensa que un cambio en la respuesta
inmune es necesario para evitar el rechazo del feto'® '8, Esto
se logra mediante un cambio en la secrecion de citocinas
por los linfocitos T activados, con una disminucion del perfil
inmunologico TH1 (inmunidad celular) y un aumento relativo
del perfil TH2 (inmunidad humoral). Se cree que este cam-
bio en la respuesta inmune podria ser la base de la mejoria
vista en la EM durante el embarazo.

Tradicionalmente, se ha pensado que los anticonceptivos
orales y el nUmero de embarazos podrian tener un papel en
el desarrollo de un primer episodio sugestivo de enfermedad
desmielinizante, mostrando los diferentes estudios realiza-
dos al respecto resultados contradictorios, seglin la época
de publicacion y la metodologia de estudio empleada’®?°. El
uso de anticonceptivos orales o la gestacion previa no tienen
un efecto protector en el desarrollo de EM?"-22,

La fertilidad parece no verse mayormente afectada en las
mujeres con EM. Sin embargo, infertilidad y EM pueden coin-
cidir y, por lo tanto, los pacientes con EM pueden verse en la
necesidad de seguir tratamientos de reproduccion asistida.
En este contexto, al realizar los distintos procedimientos
de preparacion para la fertilizacion, existe un mayor riesgo
de brotes de EM, y esto parece ser independiente de la
estrategia hormonal utilizada para favorecer la ovulacion
y de su intervalo de aplicacion?. Los supuestos mecanis-
mos implicados en el aumento de la tasa de brotes incluyen
fundamentalmente la interrupcion temporal de FME y los
cambios inmunologicos inducidos por las hormonas sexuales
usadas como tratamiento, que pueden producir un aumento
en las citocinas proinflamatorias y un aumento en la migra-
cion de las células inmunoldgicas a través de la barrera
hematoencefalica?*?°.

Para una mujer con EM, la decision de quedarse embara-
zada esta muy influida por la actividad de su enfermedad y
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Tabla 2 Datos generales y obstétricos comparativos entre pacientes con EM y grupo control mujeres sanas

Esclerosis multiple (n=35) n (%) Control (n=58) n (%) p
Edad al concebir en anos (rango) 32,3 (20-40) 33,05 (17-43) >0,05
Primiparas 22 (62,8) 29 (50) >0,05
Secundiparas 9 (25,7) 19 (32,7) >0,05
Multiparas 4 (11,4) 10 (17,3) >0,05
Antecedentes de un aborto previo 5 (14,2) 6 (10,3) >0,05
Antecedentes de 2 o mas abortos 3 (8,5) 6 (10,3) >0,05
Tratamiento por infertilidad 5 (14,2) 2 (3,44) <0,05
Semanas de gestacion (rango) 38,9 (29-42) 38,1 (28-41) >0,05
Peso al nacer (en gramos) 3.012 (1.200-3.800) 3.141 (1.025-4.170) >0,05
Lactancia en posparto inmediato 26 (74) 56 (96,5) <0,05

su grado de discapacidad’. El embarazo a término modifica
el riesgo de padecer brotes, pero no tiene influencia en la
evolucion de la enfermedad a largo plazo, ni favorece una
mayor discapacidad’-2¢~28, El desarrollo de brotes posparto
no depende de la lactancia materna, anestesia epidural,
edad de inicio de EM, duracion de la enfermedad, nimero
total de brotes previo al embarazo, nimero de embarazos
o del sexo del recién nacido’®?’. A pesar del reconocido
aumento en la incidencia de brotes durante el primer tri-
mestre posparto, en la cohorte del estudio PRIMS hasta el
72% de los pacientes no experimentaron ningin brote en
dicho periodo?®. Las posibilidades de tener un brote posparto
aumentan cuanto mayor es la TAB previamente al embarazo,
si hay brotes durante el embarazo, y posiblemente en los
casos donde hay una mayor EDSS preembarazo. Si se ana-
liza conjuntamente la disminucion en la incidencia de brotes
ocurrida durante los 9 meses del embarazo mas el aumento
posterior durante el primer trimestre posparto, se encuen-
tra que la incidencia de brotes en esos 12 meses no difiere de
la TAB habitual de los afios previos al embarazo?. Siguiendo
esta linea, un estudio mostré que, de 33 pacientes que tuvie-
ron al menos un brote en el ano preembarazo o durante
el embarazo, solo 13 (39%) experimentaron un brote en el
primer trimestre posparto. Segln este estudio, el riesgo de
padecer un brote posparto en una paciente en concreto no
puede predecirse mediante un algoritmo matematico, lo que
dificulta la eleccion de pacientes para un eventual trata-
miento empirico?®. Una vez superado el primer trimestre
posparto, la TAB no difiere significativamente del periodo
anual preembarazo. En nuestra serie, destaco el alto por-
centaje de pacientes con EM asintomaticas o levemente
sintomaticas al momento de iniciar la gestacion: 65,8% de
las pacientes tenian EDSS=0y 17,1% tenian EDSS=1. Res-
pecto a los brotes, se observé una disminucion en la TAB
durante el embarazo, pero sin alcanzar significacion estadis-
tica. Este hallazgo puede atribuirse tanto a la EDSS como a la
TAB previa al embarazo, aunque no se puede descartar que
el bajo niUmero de pacientes de nuestra serie haya produ-
cido un sesgo. En el puerperio, se aprecié un aumento en la
TAB, ocurriendo el primer brote durante el primer trimestre
posparto en el 94,4% de los casos. Analizando la incidencia
de brotes producidos, nuestra serie no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la TAB entre los 2 afnos
preembarazo y los 2 afos posparto. Ademas, en nuestros
casos, no se encontroé ninglin factor en particular que ayude
a predecir la incidencia de brotes en el periodo posparto.

FME durante el embarazo

A las mujeres con EM se les recomienda interrumpir el tra-
tamiento con FME previamente a concebir para minimizar
el riesgo potencial de dano fetal. Suspender el tratamiento
puede tener consecuencias en el curso de la EM, con
la posibilidad de modificar la estabilidad alcanzada hasta
entonces. Un estudio analiza retrospectivamente 152 emba-
razos de 132 mujeres con EM, en donde 61 (40,1%) de
ellos ocurrieron con al menos 8 semanas de exposicion
a FME. La tasa de complicaciones obstétricas y neona-
tales resulté similar en ambos grupos, excepto por peso
al nacer y estatura, que fueron menores en los casos
donde la madre recibi6 FME. Por contrapartida, la tasa
de brotes posparto y la EDSS fue mayor en las pacien-
tes que no recibieron FME previamente al inicio de la
gestacion’’,

Segln la Administracion de Drogas y Alimentos de los
Estados Unidos de América (FDA por sus siglas en inglés)
los FME tienen la siguiente categoria de seguridad: ace-
tato de glatiramero categoria B, ya que los estudios indican
que no existe riesgo para el feto animal, pero no se
dispone de estudios en humanos. Interferén beta, nata-
lizumab y fingolimod categoria C: se notificaron efectos
adversos en fetos animales, sin informacion sobre estu-
dios en humanos. Mitoxantrona categoria D, ya que se ha
informado posible riesgo fetal en seres humanos. En este
sentido, recientemente se realizd un analisis sistematico
sobre el uso de FME durante el embarazo, utilizando los
resultados de 15 estudios publicados'®. Se obtuvieron 761
casos de mujeres expuestas a interferones beta, 97 a ace-
tato de glatiramero y 35 a natalizumab. Tras analizar los
resultados, se propuso la siguiente clasificacion: interfe-
ron beta y mitoxantrona en clase 11 ya que hay evidencia
de algunos estudios que sugieren riesgo potencial, espe-
cificamente bajo peso al nacer y mayor porcentaje de
partos pretérmino. Al acetato de glatiramero, natalizumab
y Fingolimod les asignaron clase indeterminada, al mos-
trar los estudios analizados resultados no convincentes. A
pesar de esto, se mantiene la recomendacion de evitar
los FME en las mujeres con EM que deseen concebir'®. En
nuestros casos, hemos seguido la recomendacion de sus-
pender los FME al planificar el embarazo. No obstante,
hemos tenido 4 casos de embarazos durante el trata-
miento con FME, en los cuales no se ha visto una mayor
morbilidad.
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Prevencién de brotes en periodo posparto

El aumento de la incidencia de brotes posparto es uno de
los principales riesgos tras el embarazo de una mujer con
EM, por lo cual interesa determinar la mejor manera de
prevenirlos y tratarlos. Un estudio analizd la efectividad
de utilizar glucocorticoides (GC) intravenosos posparto para
reducir la incidencia de brotes. En 20 mujeres se admi-
nistré un gramo de metilprednisolona intravenosa mensual,
durante 6 meses tras el parto, y se las compar6 con 22 con-
troles historicos de mujeres que no habian recibido dicho
tratamiento. En ambos grupos aumento la tasa de brotes
posparto, siendo menor en el grupo tratado con GC, lo
que sugiere un posible efecto beneficioso de los GC men-
suales empiricos posparto®'. Sin embargo, los GC posparto
pueden asociar un mayor riesgo de infecciones, e interfe-
rir con la cicatrizacion de las heridas®**. Una alternativa
en la prevencion de los brotes posparto pueden ser las
inmunoglobulinas intravenosas (IGIV). Un estudio retrospec-
tivo comparoé la eficacia de IGIV para prevenir los brotes
posparto. El grupo 1 eran pacientes no tratadas, el grupo
2 eran pacientes que recibieron IGIV 0,4g/kg peso por
5 dias consecutivos durante la primer semana posparto,
con una dosis adicional a las 6 y a las 12 semanas pos-
parto. Un grupo 3 recibid tratamiento con IGIV durante
el embarazo y en el periodo posparto (dosis en la pri-
meras 8 semanas de gestacion, con nuevas dosis cada 6
semanas hasta la semana 12 posparto). Se encontré una
reduccion significativa en la tasa de brotes durante el
embarazo y posparto, sin mayor evidencia de comorbili-
dad asociada al uso de IGIV**. Otra opcidn en la prevencion
puede ser el inicio precoz de FME, en los casos donde la
madre no desee lactancia®®. En nuestra serie, iniciamos
FME inmediatamente tras el parto en 5 mujeres, recomen-
dando evitar la lactancia. Esta puede ser la explicacion
del menor porcentaje de lactancia visto en la cohorte con
EM.

Como limitaciones de nuestro estudio se encuentra el
haber sido realizado en un Unico centro universitario de
referencia para EM y con un nimero limitado de pacientes,
lo que puede dar lugar a sesgos y limitar la capacidad de
generalizacion de resultados a otras poblaciones.

Conclusiones

En nuestra experiencia, destaca el gran porcentaje de
mujeres con EM asintomaticas o levemente sintomaticas
al momento de planificar el embarazo. Nuestra serie con-
firma que la TAB disminuye durante el embarazo y aumenta
en el primer trimestre del puerperio, pero no hay diferen-
cias estadisticamente significativas en la TAB si se considera
un periodo de 2 afios previo y posterior al embarazo. Por
Ultimo, nuestro estudio mostré que las mujeres con EM no
tienen una mayor morbilidad obstétrica respecto a mujeres
sanas.
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