UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

Estudio de factores que permitan la estratificacion del riesgo
de leucoencefalopatia multifocal progresiva en pacientes con
esclerosis multiple candidatos a recibir tratamiento con
Natalizumab

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Inmaculada Toboso del Amo

Director

Luis Maria Villar Guimerans

Madrid

© Inmaculada Toboso del Amo, 2019



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Microbiologia |

“ESTUDIO DE FACTORES QUE PERMITAN LA ESTRATIFICACION DEL RIESGO DE
LEUCOENCEFALOPATIA MULTIFOCAL PROGRESIVA EN PACIENTES CON
ESCLEROSIS MULTIPLE CANDIDATOS A RECIBIR TRATAMIENTO CON

NATALIZUMAB”

Inmaculada Toboso de Lamo

MADRID 2019












UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Microbiologia |

“ESTUDIO DE FACTORES QUE PERMITAN LA ESTRATIFICACION DEL RIESGO DE
LEUCOENCEFALOPATIA MULTIFOCAL PROGRESIVA EN PACIENTES CON
ESCLEROSIS MULTIPLE CANDIDATOS A RECIBIR TRATAMIENTO CON

NATALIZUMAB”

Tesis doctoral de:
Inmaculada Toboso de Lamo

Licenciada en Biologia y Bioquimica

Directora:

Dra. Luisa Maria Villar Guimerans

Jefa del Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Ramoén y Cajal






Dia. Luisa Maria Villar Guimerans, Doctora en Farmacia y jefa del Servicio de Inmunologia

del Hospital Ramdn y Cajal de Madrid.

CERTIFICA: Que Dofia Inmaculada Toboso de Lamo, ha realizado bajo su direccion la Tesis
Doctoral titulada: “ESTUDIO DE FACTORES QUE PERMITAN LA ESTRATIFICACION DEL
RIESGO DE LEUCOENCEFALOPATIA MULTIFOCAL PROGRESIVA EN PACIENTES CON
ESCLEROSIS MULTIPLE CANDIDATOS A RECIBIR TRATAMIENTO CON NATALIZUMAB”.
Revisada la misma, reune las condiciones necesarias para obtener el Grado de Doctor, por

lo que doy mi conformidad para su presentacion a tal fin.

En Madrid, a dos de julio del 2019

|

N

: |

[ [ \

\v ) '
‘E\ | B ¢ ’4

Fdo: Dfia. LUISA MARIA VILLAR GUIMERANS






UNIVERSIDAD

'COMPLUTENSE

MADRID

DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD DE LA TESIS
PRESENTADA PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR

D./Diia. INMACULADA TOBOSO DE LAMO
estudiante en el Programa de Doctorado EN INVESTIGACION BIOMEDICA )
de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de

Madrid, como autor/a de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor y
titulada:

>

ESTUDIO DE FACTORES QUE PERMITAN LA ESTRATIFICACION DEL RIESGO DE LEUCOENCEFALOPATIA

MULTIFOCAL PROGRESIVA EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE CANDIDATOS A RECIBIR TRATAMIENTO CON NATALIZUMAB

y dirigida por: LUISA MARIA VILLAR GUIMERANS

DECLARO QUE:

La tesis es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual ni
los derechos de propiedad industrial u otros, de acuerdo con el ordenamiento juridico
vigente, en particular, la Ley de Propiedad Intelectual (R.D. legislativo 1/1996, de 12 de
abril, por el que se aprueba el texto refundido de la Ley de Propiedad Intelectual,
modificado por la Ley 2/2019, de 1 de marzo, regularizando, aclarando y armonizando
las disposiciones legales vigentes sobre la materia), en particular, las disposiciones
referidas al derecho de cita.

Del mismo modo, asumo frente a la Universidad cualquier responsabilidad que
pudiera derivarse de la autoria o falta de originalidad del contenido de la tesis presentada
de conformidad con el ordenamiento juridico vigente.

En Madrid, a 10 de julio de 2019

InmaCU|ad Firmado digitalmente

por Inmaculada

a TObOSO Toboso de Lamo
Fecha: 2019.06.27

Fdo.: de Lamo 23:52:15 +02'00'

Esta DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD debe ser insertada en
la primera pagina de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor.






A Irene






AGRADECIMIENTOS

Me gustaria agradecer a mi directora de tesis, la Dra. Luisa Maria Villar Guimerans el
haberme permitido seguir trabajando con ella en la realizacién de esta tesis doctoral.
Por todo lo que me ha ensefiado, no solo de inmunoquimica y de la EM, sino de cdmo
realizar una investigacion de calidad. Ademas, me gustaria agradecerle a nivel personal
su preocupacion por todos los miembros del servicio de Inmunologia del Hospital
Universitario Ramoén y Cajal y su dedicacion al mismo. También al antiguo jefe de
servicio, Dr. Javier Coll, que me acogié cuando llegué. Y a mi primera jefa, Lola, que

junto a Maria, me ensefié que en sitios pequefios se pueden hacer grandes cosas.

Al Dr. Pedro Gonzdlez-Porqué, por sus ensefianzas del laboratorio, de las técnicas, del
rigor y de la vida. Todo ello aderezado con una forma de ser excepcional. Gracias Pedro

por preguntarme tantas veces por la tesis.

A mi tutor José Ramon Regueiro, primero por sus clases hace tantos afios, gracias a
ellas, hoy soy inmundloga. Por ser tan resolutivo respondiendo mis multiples dudas

durante este proceso.

A mi actual jefe, Fernando Cava, por apoyarme en mi trabajo. A Beatriz Ortega y a Rosa
Pello por acogerme, rescatarme y ayudarme, qué gusto encontrar gente como
vosotras. Especialmente a mi equipo: M2 José, Javi, Ari y Maria, es un lujo trabajar con

vosotros, valéis oro.

Me gustaria agradecer especialmente su participacion a todos los grupos que han
colaborado en el estudio multicéntrico, en particular al Dr. Roberto Alvarez-Lafuente

por su ayuda, sus ideas y su amabilidad. Y a todos los pacientes que han participado en



el estudio que conforma este trabajo, ya que, todo los que hacemos persigue mejorar

su calidad de vida.

A todo el servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Ramoén y Cajal,
especialmente a Ernesto Roldan, gracias por tu paciencia, por enseflarme tanto y
corregirme, nunca podré devolverte el tiempo que empleaste en mi formacién, pero
siempre te lo agradeceré. A Garbifie Roy, por ensefiarme la prudencia que acarrea

nuestro trabajo, no hay dia que no me acuerde de ti.

A Lali, en primer lugar, porque junto con Raquel, sois las “culpables” de que acabara en
el Pira, pero también por tu paciencia, por dejar todo siempre por ayudarnos a todos.
A Mercedes por hacerme la vida siempre mas facil, eres una de las personas mas
resolutivas que conozco, gracias por ser mi mejor confidente. A todos los facultativos
del servicio por ensefiarme tanta inmuno: Angela, Ana, JL. Castafier, Nora y a los
técnicos por su paciencia, especialmente a Pilar y Carmen que me han “sufrido”

mucho.

A todos los residentes, porque gracias a ellos la residencia ha sido una de las mejores
experiencias de mi vida. A Raquel y Gabriela por ser las mejores R mayores que nadie
pueda tener, a Silvia, Carmen y Cris, por tantisimos momentos. A Amalia y a Israel por

echarme una mano con la estadistica y los programas de la bibliografia.

A nivel personal me gustaria agradecer a mis amigos de la facultad: Lalu, Luis, Isray en
especial a Alba y a Sara por ser cabeza y corazdn del equipo 15. Sin lugar a duda, sois lo

mejor que me ha dado la Biologia.



A mis “Maras” (Burbu, Tuki, Corita, Yas y Sofia) y a Nines y Pablo, por ser mi familia

madrilena.

A mis amigos de toda la vida, la familia que se elige, Llanos, Ana, Juanma, José, Pedro:
os quiero muchisimo y os lo digo poco. En especial a Mariquilla, porque pocas hijas
Unicas pueden tener una hermana como tu, por estar SIEMPRE, incluso antes de oir el

silbidito, por cuidarme, por las risas, por los achuchones y por Eva y Mateo.

Sobre todo, quiero agradecer a mis padres todo lo que han hecho y siguen haciendo
por mi y mi familia. Sin vosotros no seria quien soy, ni habria tenido y disfrutado las

oportunidades que he tenido. Gracias.-

Para finalizar, Gabi sélo puedo darte gracias por ser mi pilar y mi refugio siempre, un
faro cuando ni yo sé por dénde ir. Y a Irene, mi pequeiio torbellino, eres lo mejor que

me ha pasado, me ensefias mas tu a mi. Os quiero.






INDICE






indice

ABREVIATURAS ...ttt ettt e e ettt e e e e e s e r et et e e e e e s sannreeeeeeeeesessnnnneens 25
RESUMEN ...ttt ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e s eanbeeeeeeeeeeessannnrreneeeesesannns 31
. INTRODUCCION ..ottt 39
1.1. HISTORIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE ....ocvevveveeeeeeereeeeeeeeeveeeeeee e, 42
1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD .....ocvvuiiieeeeeceeeeeeeteeeeeeeeeeses st 43
1.3L ETIOLOGIA .ottt 44
I 0 R o ot o] T ==Y =1 d [ L SPSPPSP 44
1.3.2. FACtOres EPIigENETICOS .. .uuiiiiiiieeeieciiee e esete e st e e et e e e srre e e s s rae e e e seareeeeenns 45
1.3.3. Factores ambientales .......ccooueiiiiiiiiiie e 46

1.4. PATOLOGIA DE LA EM....ooieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 48
1.4.1. Papel de los anticuerpos enla EM........ccoooviciiiiieeei e, 51

1.5. FORMAS CLINICAS DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE ......cooveveveeeeererereeeeeeeeveveesenenenes 51
1.6. DIAGNOSTICO DE LA EM.....oouieiieeeeeeeeeeeee ettt es st es e tetens s esenne 53
1.6.1. Resonancia magnética nuclear (RMN) ........coociiiiiiciiiee e 54
1.6.2. Estudio de liquido cefalorraquideo (LCR) ....cccvveeeeeeeeiiiiiiireeeee e 55
1.6.3. Potenciales eVoCados .........coceerueeriiiiieniieee s 57

1.7. MARCADORES PRONOSTICOS EN LA EM...co.vvvvrererereeeeeeeeevee e, 58
1.7.1. Cadena ligera de los neurofilamentos.........cccvveeeeeeeeieiicineeeeeee e 58

1.7.2. QUITINGSA 3 TTKE T .eeeeeeeeieiieee ettt ettt e e e e e et e earae s e s e eeeeeersnneseeas 59



1.7.3. Bandas oligoclonales IgM lipido-especificas ......ccccoccuveeiviiieeiiniiieeeiniiieeeens 59

1.8. TRATAMIENTOS DE LA EM.cccieiiiiiiiiieietiietetteetetetetiaeeeeeaeaevesesssasesssesssesssssssnnnnnsnnnnes 60
1.8.1. IFN beta (Rebif/ Avonex/ Plegridy/Extavia/Betaferon).......ccccceevvevveeneennee. 61
1.8.2. Acetato de glatiramero (Copaxone/ Glatopa)........ccceevveecreenveecieesieeereenne. 62
1.8.3. Teriflunomida (AUDAZIO).....cccueiiiiieeciee et 62
1.8.4. FINgolimod (GIleNYa).......ueeeeeiiiee ettt e e e 63
1.8.5. Dimetil fumarato (Tecfidera/BG-12) .....cccccveeeeiveeeiieirieeeeeireeeceerveeeeeereee e 64
1.8.6 Alemtuzumab (Lemtrada).......ccoovvvrueeieiiiiiiiiiieeeee e 65
1.8.7. 0crelizumab......coooiii 65
1.8.8. Mitoxantrona (NOVANTIONE) .....ccccuvvvreriieiiiiiiieeeeee et e e e esnarrreree e 66
1.8.9. Natalizumab (TYSabri)....uueiieciiiee et e e 66

1.9. LEUCOENCEFALOPATIA MULTIFOCAL PROGRESIVA .......covevireceeeereeeeeeeeeeeeas 70
1.9.1. Epidemiologia de virus John Cunningham (VIC).......cocovvvvveviieieiiicinrrreeene. 71
1.9.2. DiagnOstiCoO d@ 1a LIMIP ..uvveeeeeeee ettt e e e nrranee e 72
1.9.3. LMP en otras opciones terap@utiCas .........ccevvrereeeeeeieiiiirnrreeeeeeeeeeenrreeeeeeens 72
1.9.4. Estratificacién del riesgo de desarrollar LMP ..........coovvvvivvveeeeeeeeiecrreeeeeen. 73

1 HIPOTESIS oottt 77
1. OBIETIVOS ...ttt et esetesesstababesesssssessbebesessnnnssnnnsnnnnnnns 81
IV. MATERIALES Y METODOS.........cuoiiveveeeeieteeeeetesceesete s esesssetesessessaesesssssssssesenssesasns 85

4.1. DISENO DEL ESTUDIO ..ottt ettt sttt 87



4.1.1. Criterios de inclusion de [0S CENTIOS ...ccveueiiiiieeieeeeee et 87

4.1.2. Criterios de inclusion de PaCieNntes......ccueeeeiieeeeiiiiieee et 87
4.1.3. Variables clinicas solicitadas a los centros participantes.......ccccccoeevveeernnnee. 88
4.1.4. Variables de laboratorio solicitadas a los centros participantes.................. 88
4.1.5. DUracion del @StUAIO ......coevuiiiiiiiiiie e 89
B.2. PACIENTES ..ottt st ettt st s e sttt e s s e s b e sne e eneesnneeneens 89
i O 1 Vol [V T o g W [l o F- T 1<) o {1 USRS 89
4.2.2. DAtOS ClINICOS ..eouvieiiieiieeie ettt sttt s e s snee 91
4.2.3. Muestras biolOZIiCas.......ccoocuiiieeiiiiie e 93
A.3. MATERIALES ...ttt ettt et et s e st esaeeeneesneeeneens 94

4.3.1. Materiales usados en la deteccidon de bandas oligoclonales 1gG (BOCG), IgM

totales (BOCM) e IgM especificas frente a lipidos de mielina (BOCM-LE)............. 94

4.3.2. Materiales utilizados en la determinacién de albdmina, 1gG y IgM en las

MUEStras de SUEIO Y LCR ..ottt e e e e e e e e e e e e nnanees 96

B8 METODOS ...ttt 96
4.4.1. Estudio de variables cliniCas .........ccooviiiieiiinieee e 96
4.4.2. Estudio de variables de 1aboratorio.........cccceeveereriienicee, 100

4.5. ANALISIS ESTADISTICO.....ovuvmiririiitiereineeseieesense e sesssissises e, 105
V. RESULTADOS. ...ttt ettt e ettt e e e e s ettt e e e e e s e anreee e e e e e e e e sannnreeeeeeeessannnns 109

5.1. ESTUDIO MULTICENTRICO DE FACTORES CLINICOS Y DE LABORATORIO QUE SE

ASOCIAN AL RIESGO DE LMP ..coeiiiiiiiiiiiiiciiincicc e 111



5.2. PRIMERA RONDA DE DEPURACION DE RESULTADOS ......ooveerrrrrereeerrenenens 114

5.2.1. Datos ObliatOrios........ciiiiiiieiiiiiiee et 114
5.2.2. Datos OPtatiVoS...coo e 115
5.3. SEGUNDA RONDA DE DEPURACION DE RESULTADOS .......coovevrrrrrreeerernennn 116
5.3.1. Datos ObliatOrios.......cciiiiuiiii i 116
5.3.2. Datos OptatiVoS...cocee e 117
5.4. BASE DE DATOS FINAL ...coiiiiieiteeee ettt ettt 117
5.4.1. Datos 0bligatorios......cceii i 117
5.4.2. Datos OPtatiVOS ..cccoeiiieieie e 120
5.5. ANALISIS ESTADISTICO.....ccuuiurmemireireieteesetssssese e tssssssessessessessesseenes 122
5.5.1. Analisis univariante en la cohorte total de pacientes........c.ccccceevvvveeennnnee. 122
5.5.2. Andlisis univariante en la cohorte de pacientes con estudio de BOCM..... 135
5.5.3. Analisis multivariante en la cohorte total ..........cccoceeveiiiincneeee, 147
5.5.4. Anadlisis multivariante de la cohorte con estudio de BOCM....................... 154
VI DISCUSION ..ot 163
6.1. ANALISIS UNIVARIANTE ..ottt ssesae bbb 169
6.1.1. TItulo de AC aNTi-JC ..oiiiiiiie e 169
6.1.2. Edad y duracion de la enfermedad al inicio del tratamiento con NTZ....... 170
6.1.3. Duracion del tratamiento CoON NTZ........coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 173

6.1.4. Tratamiento con inmunosupresores previo al tratamiento con NTZ ........ 174



B.1.5. TASA A BIOTES ettt e et e e et e e et ae s s etaeeeenanns 176

6.1.6. SeXO0 de 10S PACIENTES .oviviieiieeiciiie et e e 177
B.1.7. IMISSS .t ne e s eanee e 177

6.2. COHORTE DE PACIENTES CON ESTUDIO DE BOCM-LE ......cccceevivieiieeeieeeee. 178
6.3. ANALISIS MULTIVARIANTE. ......ouiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseses s ssesess s s s esesesesnans 179
6.3.1. COhOrte total ......oieiiiieiiiieeee e 179
6.3.2. Cohorte de pacientes con estudio de BOCM ........cccccvveeeeeieiccciiinreeeeee e 180

VII. CONCLUSIONES ...ttt sttt ettt e s e e esaeesreesane e 183

VIHL BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt anaeaes 187






ABREVIATURAS






ABREVIATURAS

Abreviaturas

ABC: Area Bajo la curva ROC

Ac: Anticuerpo

AcMo: Anticuerpo monoclonal

BHE: Barrera hematoencefalica

BOC: Bandas oligoclonales

BOCG: Bandas oligoclonales IgG

BOCM: Bandas oligoclonales IgM

BOCM-LE: Bandas oligoclonales IgM lipido-especificas

CHI3L1: Proteina Quitinasa 3 like 1

Cl: Intervalo de confianza

CIS: Sindrome clinico aislado

DE: Desviacion Estandar

DTT: Ditiotreitol

EAE: Encefalomielitis experimental autoinmune

EBV: Virus de Epstein-Barr

EM: Esclerosis multiple

EMA: Agencia Europea del medicamento
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EMPP: Esclerosis multiple primariamente progresiva

EMRR: Esclerosis multiple recurrente-recidivante

EMSP: Esclerosis multiple secundariamente progresiva

FDA: Food and Drug Administration

FLAIR: Resonancia por recuperacién de inversidén atenuada de fluido

HHV-6: Virus del Herpes humano tipo 6

ICAM-1: Molécula de adhesidn intercelular 1

IEF: Isoelectroenfoque

IFN: Interferdn

LCR: Liquido cefalorraquideo

LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva

MBP: Proteina basica de la mielina

miRNA: microRNA

NF-L: Cadena ligera de los neurofilamentos

NTZ: Natalizumab

PBS: Tampon fosfato salino

PMN: Células polimorfonuclares

RMN: Resonancia Magnética Nuclear
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VCAM-1: Molécula de adhesidén celular vascular 1

VIC 6 Virus JC: virus John Cunningham
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Resumen

Introduccion

El riesgo de desarrollar leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP), una infeccién
oportunista causada por el virus John Cunningham (JC), restringe el uso del
natalizumab (NTZ), un tratamiento altamente eficaz para la esclerosis multiple (EM). La
presencia de anticuerpos anti-JC, la inmunosupresién previa y la duracién del
tratamiento se han identificado como variables que contribuyen a estratificar el riesgo
de LMP. Sin embargo, se ha prestado menos atencién al estado inmunoldgico del
paciente. Este hecho es sorprendente, ya que la apariciéon de la LMP se suele asociar
con una respuesta inmune comprometida. En esta linea, se ha descrito que, en
pacientes con una EM con baja actividad inflamatoria, que se asocia con una ausencia
de bandas oligoclonales IgM lipido-especificas (BOCM-LE) en liquido cefalorraquideo
(LCR), presentan un mayor riesgo de desarrollar LMP de manera secundaria al
tratamiento con NTZ. Este hecho podria explicarse debido a que el NTZ actia como un
potente antiinflamatorio, pudiendo inducir una inmunosupresion excesiva en
pacientes con un curso de EM mas benigno. Para evaluar esta asociacidn, exploramos
si las variables clinicas y demograficas asociadas con el curso de la EM pueden
contribuir a identificar a los pacientes con un riesgo bajo de LMP antes del inicio del

tratamiento con NTZ.
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Materiales y métodos

Se incluyeron 1240 pacientes con EM tratados con natalizumab durante 3,76 afios de
media, procedentes de 36 hospitales europeos. 876 (70,8%) mostraron anticuerpos
anti-JC positivos. Los criterios de inclusion fueron: estar mas de un afio en tratamiento
con natalizumab y contar con datos de seguimiento prospectivo de los pacientes
recopilados desde el inicio de la enfermedad. Se exploraron diferentes variables
epidemioldgicas, clinicas y de laboratorio. En un subgrupo de 277 pacientes, también
estaba disponible el estudio BOCM-LE. Los factores asociados con el inicio de la LMP
fueron analizados mediante las pruebas U de Mann-Whitney, curvas ROC, regresion

logistica uni y multivariante y el analisis de nomogramas.

Resultados

El estudio univariante identificé los niveles de anticuerpos contra el virus JC, la tasa de
brotes global desde el inicio de la enfermedad vy el inicio de natalizumab y la edad al
inicio de natalizumab, como los mejores predictores para el inicio de LMP en la cohorte
global. La tasa de brotes y los niveles de anticuerpos anti-JC siguieron siendo
significativos en el andlisis multivariante y constituyeron el modelo minimo para la
prediccién del riesgo de LMP (area bajo la curva = 0,85). En el nomograma, el rango
varié de 1/3300 en pacientes con niveles de anti-JC por debajo de 0.9 y una tasa de

brotes superior a 0.5, hasta un riesgo de LMP de 1/50 en el caso opuesto.

La edad de inicio del tratamiento, la tasa de brotes antes del inicio de natalizumab, los
niveles de anticuerpos anti-JC y la presencia de BOCM-LE también demostraron ser

utiles para predecir el riesgo de LMP en el analisis univariante de pacientes con estudio
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de BOCM-LE disponible, siendo la ausencia de estos anticuerpos el mejor factor de
riesgo individual de LMP en el analisis univariante (OR = 40.94, intervalo de confianza:
5.4-308.2). El modelo minimo identificé que la ausencia de BOCM-LE, la edad al inicio
del natalizumab mayor de 45 anos y los niveles de anti-JC superiores a 0.9, son los
mejores predictores del riesgo de LMP (AUC = 0.92). El riesgo de LMP individual
obtenido en el analisis del nomograma varié desde menos de 1/10000 en pacientes
con BOCM-LE positivo, niveles de anti-JC inferiores a 0.9 y menores de 45 afios hasta

un riesgo de 1/33 en el caso opuesto.

Discusion y conclusiones

El estado inflamatorio del paciente, los niveles de anti-JC y la edad, parecen ser los
mejores factores predictivos del riesgo de PML en pacientes con EM que inician el
tratamiento con natalizumab, de manera independiente de la duracién del

tratamiento.
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ABSTRACT

Abstract

Introduction

The risk to develop progressive multifocal leucoencephalopathy (PML), an
opportunistic infection caused by the John Cunningham (JC) virus, restricts the use of
Natalizumab, a very efficient treatment for multiple sclerosis (MS). The presence of
anti-JC antibodies, prior immunosuppression and treatment duration, were identified
as variables that contribute to stratify PML risk. However, the patient’s immunological
status hasn’t been considered. This is surprising, since the appearance of PML
commonly associates with a compromised immune response. In this line, it was
reported that to having a low inflammatory disease, revealed by the absence of lipid
specific oligoclonal IgM bands (LS-OCMB) in cerebrospinal fluid (CSF), increases PML
risk. This may indicate that natalizumab, a potent anti-inflammatory therapy, may
induce an excessive immunosuppression in more benign MS patients. To assess this,
we explored if clinical and demographic variables associated with MS course may
contribute to identify those patients with a low risk to develop PML before treatment

onset.

Methods

1240 MS patients treated with natalizumab for 3.76 [2.06-4.82] years (mean [25-75
interquartile range (IQR) in 36 European hospitals were included in the study. 876
(70.8%) showed presence of anti-JC antibodies. Inclusion criteria were: patients
undergoing natalizumab treatment for more than a year with prospective follow-up
data collected since disease onset. We explored different epidemiological, clinical and

laboratory variables. In a subgroup of 277 patients, LS-OCMB status was also available.
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Factors associated with PML onset were explored by Mann-Whitney T tests, ROC-

curves, uni- and multivariate logistic regression and nomogram analyses.

Results

The univariate study identified anti-JC virus antibody levels, relapse rate from disease
onset to natalizumab treatment onset, and age at natalizumab onset as the best
predictors for PML onset in the total cohort. Relapse rate and anti JC levels remained
significant in the multivariate analysis and constituted the minimal model for PML risk
prediction (Area under the curve, AUC=0.85). The nomogram analysis allowed to
stratify PML risk before natalizumab initiation in individual patients using these two
variables. It ranged from 1/3300, in patients with anti JC levels below 0.9 and relapse

rate higher than 0.5, to 1/50 in the opposite case.

Age at onset, relapse rate prior to natalizumab onset, anti JC levels and LS-OCMB also
proved to be useful in predicting PML risk in the univariate analysis of patients with LS-
OCMB assessment, being the absence of these antibodies the best individual PML risk
factor in the univariate studies (OR=40.94, Confidence interval: 5.4-308.2). The
minimal model identified the absence of LS-OCMB, age at natalizumab onset older
than 45 years and anti JC levels higher than 0.9 as the best predictors of PML onset
(AUC=0.92). The individual PML risk obtained in the nomogram analysis ranged from
less than 1/10000 in patients with positive LS-OCMB, anti JC levels lower than 0.9 and

age younger than 45, to 1/33 in the opposite case.
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ABSTRACT

Conclusions
Patient’s inflammatory status, anti JC levels and age seem to be the best predictors of

PML risk in MS patients who start natalizumab treatment, independently of treatment

duration.
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INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es la enfermedad inflamatoria cronica mas prevalente del
sistema nervioso central. Afecta a mas de dos millones de individuos en el mundo y a
mas de 47000 en nuestro pais. Esta enfermedad, se caracteriza por producir
desmielinizaciéon y dafio axonal, que causan los déficits neurolégicos permanentes

asociados a la EM (1).

Esta patologia suele cursar en brotes seguidos de periodos de remisidn, aunque
alrededor del 10% de los pacientes tiene un inicio progresivo con empeoramiento
continuo de la enfermedad, sin periodos de remisidn. Transcurridos 10-20 anos del
comienzo de la enfermedad, en un alto nimero de personas afectadas, la EM suele

desarrollar un curso progresivo, con o sin brotes sobreafiadidos (2).

Esta enfermedad suele aparecer entre los 20 y los 40 anos, siendo la causa mas
frecuente de discapacidad no-traumadtica en adultos jovenes. La EM afecta mas

frecuentemente a mujeres que a hombres, con una ratio aproximada 3:1 (3).

Aunque la etiologia de la enfermedad aun se desconoce, distintas pruebas sugieren
qgue la EM es fruto de una predisposicion genética (4) y una serie de factores
ambientales que predisponen a sufrir la misma (5) junto con un déficit de células T

reguladoras (6).

Distintos estudios demuestran que la EM es una enfermedad autoinmune en la que
juegan un papel importante los linfocitos T y B autorreactivos, asi como distintas

células de la respuesta innata como microglia y macréfagos (7).

Aunque esta enfermedad todavia no tiene cura, en los ultimos 20 afios se han

aprobado mas de 12 farmacos modificadores del curso de la enfermedad para el

41



INTRODUCCION

tratamiento de la esclerosis multiple. Estos tratamientos reducen la frecuencia de
brotes, la acumulacion de lesiones en la sustancia blanca y el avance de la discapacidad

neurolégica y, por tanto, cambian la historia natural de la enfermedad (8).

1.1. HISTORIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
Carswell y Cruveilhier describieron por primera vez las lesiones anatomopatoldgicas
caracteristicas de estos pacientes en 1838 y 1941 respectivamente (9) (10). En 1868,

Jean Martin Charcot describié la esclerosis multiple clinicamente (11).

En 1884 Pierre Marie describié que los pacientes con EM sufrian un empeoramiento de
sus sintomas tras infecciones o fiebre, por lo que asocié esta enfermedad con una
posible etiologia infecciosa (12). No fue hasta transcurridos 50 afios, en 1935, cuando
Rivers demostré la etiologia autoinmune de la EM, describiendo que el modelo animal
de la EM (encefalitis experimental autoinmune EAE), se producia por una respuesta
autoinmune frente a sustancias propias del SNC (13). Este hecho, fue corroborado por
Kabat, que determind un aumento de inmunoglobulinas en LCR de estos pacientes en

1942 (14).

En 1955, Kurtzke, describié una escala para la evaluacion de la discapacidad de los
pacientes con EM, la Disability Status Scale (DSS), que contemplaba 10 grados de
discapacidad. Esta escala fue revisada en 1982, credndose la escala expandida o EDSS
(Expanded Disability Status Scale) (15). Esta escala se emplea actualmente para la

evaluacion de los pacientes con EM.
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Durante los afios 60 aparecieron las técnicas de imagen como la tomografia
computarizada y en el afio 1981 se desarrolld la resonancia magnética nuclear (RMN)
gue revoluciond el diagndstico y prondstico de la EM, mediante la identificacidén y

cuantificacion de las lesiones desmielinizantes (16).

En cuanto al tratamiento de la EM, hasta el afio 1990, se realizaba un manejo de los
sintomas de la enfermedad con esteroides y tratamientos sintomaticos. Sin embargo,
en 1993 la FDA aprobé el primer farmaco modificador de la enfermedad (TME) para la
EM, el interferén beta, que redujo el nimero de brotes y el avance de la discapacidad

(17).

En el afio 2004 se aprobd el Natalizumab (NTZ) como TME. Este fue el primer farmaco
de alta actividad aprobado para el tratamiento de la EM, mostrando una alta eficacia
en la inhibicién de la tasa de brotes, reduciendo el nimero de nuevas lesiones vy
retrasando el empeoramiento de la discapacidad (18). Hoy en dia, contamos con mas

de una docena de farmacos aprobados para las formas de EM que cursan en brotes.

En 2018 se aprobdé el primer farmaco efectivo para las formas primariamente

progresivas de la EM (Ocrelizumab) (19).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
La prevalencia de la EM varia segun distintas zonas geograficas de acuerdo a la latitud,
presentandose con mayor frecuencia en zonas templadas (20). Las areas mas

prevalentes son Europa del Norte, Norteamérica y sur de Australia (21).
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Diversos estudios muestran que dicha prevalencia estd aumentando en los ultimos
afios y lo hace principalmente en mujeres. Sin embargo, la mortalidad por EM se

mantiene estable o incluso estd decreciendo en los Ultimos afios (22).

En Espaiia los primeros estudios epidemioldgicos situaron la prevalencia en 50-60
casos por cada 100.000 habitantes, mientras que estudios mas recientes la sitlan
entre 100 y 120 casos por cada 100.000 habitantes (23). Aproximadamente el 75% de
los pacientes afectados por EM son mujeres. Esta mayor incidencia en el sexo

femenino es habitual en otras patologias autoinmunes (3).

1.3. ETIOLOGIA

En la actualidad se desconoce si la EM tiene una Unica o varias causas, ni se ha
identificado una etiologia especifica que la desencadene. Sin embargo, se han descrito
varios factores genéticos y ambientales asociados al riesgo de desarrollar esta

patologia (5).

1.3.1. Factores genéticos

La susceptibilidad de padecer EM se asocia de forma modesta con mas de 200
polimorfismos genéticos, la mayoria de los cuales estdn en genes que codifican
proteinas implicadas en la respuesta inmunitaria. El factor de riesgo genético que se
asocia mas fuertemente con la susceptibilidad de EM es el haplotipo de HLA
DRB1*1501, con una Odds ratio de aproximadamente tres (24). Existe también una

asociacién, aunque menos potente, con otros alelos HLA como HLA-DRB1*13:03,
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DRB1*03:01 y HLA-A*02:01. Otros genes con polimorfismos asociados con una mayor
susceptibilidad de desarrollar EM incluyen receptores de citoquinas (IL-2, IL-7, TNFa), y
otros genes que codifican moléculas relacionadas con la respuesta inmune como CD25

o CD58 (25).

Aunque la EM no es una enfermedad hereditaria, si se hereda la predisposicién a
padecerla, es decir, existe cierto grado de agregacidn familiar. Asi, los familiares de
primer grado de pacientes con EM presentan un riesgo de desarrollar la enfermedad
entre 2% y 4% veces superiores a los individuos no relacionados (0.1%) y existe una
concordancia del 25-30% en gemelos monocigdticos respecto al 5% en gemelos
dicigdticos (26). Sin embargo, los genes no explican la etiologia de la EM por completo,
ya que el 70% de gemelos monocigéticos son discordantes. Cada vez hay mds datos
gue avalan el papel de distintos factores ambientales en desarrollo de la enfermedad

(27) (28).

1.3.2. Factores epigenéticos

Los microARNs (miRNAs) son moléculas pequefias de ARN no-codificantes que ejercen
una regulacion post-transcripcional de la expresion génica. De manera, que su union a
sus ARN mensajero dianas, induce su represién o degradacion (29). La presencia de
estos miRNA en el LCR es una buena herramienta para detectar alteraciones en el SNC,
aungue aun hace falta profundizar en su estudio. Algunos investigadores muestran que
los miRNA-922, miRNA-181c y miRNA-633, presentan una expresion diferencial en los
pacientes con EM (30,31). Asi mismo, se postulé el miRNA-150 como un biomarcador
que identifica formas agresivas de esta enfermedad (32) (33).
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La metilacién de ADN podria también jugar un papel en la EM. Asi, se han visto
diferencias en el estado de metilacion de distintos genes en pacientes en brote o

remision (34).

1.3.3. Factores ambientales

La EM se ha asociado a diversos factores ambientales (35). A continuacidn, se resumen

los mas relevantes:

1.3.3.1. Infecciones virales

La EM se ha relacionado con distintos virus, especialmente de la familia Herpesviridae.

El que se ha asociado mds fuertemente con la EM es el virus de Epstein-Barr (EBV) (36).

La totalidad de pacientes con EM presentan anticuerpos frente al EBV, respecto al 90%
de sujetos sanos (37). También se ha detectado la presencia de anticuerpos frente al
antigeno nuclear EBNA-1 en suero y LCR de los pacientes con EM (38) , y se ha visto
una asociacion entre periodos de reactivacion del EBV y los brotes de la enfermedad
(39). El herpes virus 6 (HHV-6) es otro virus de esta misma familia, que también se ha

asociado con la EM (40).

1.3.3.2. Vitamina D

Debido a la asociacion entre la EM vy la latitud, se establecié la hipdtesis de que los
déficits de vitamina D podrian estar implicados en la patogenia de la EM (41). En un
estudio realizado en sujetos caucdsicos, se postuld que existia una relacién inversa
entre los niveles séricos 25-hidroxivitamina D y el riesgo de padecer EM (42). Estudios

posteriores mostraron que el riesgo de EM se incrementa en sujetos con insuficiencia
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de esta vitamina (43). Se han observado niveles inferiores de esta vitamina en
pacientes en brote y se han correlacionado inversamente sus valores séricos con la
actividad de la enfermedad, medida mediante el aumento de la discapacidad, la tasa

de brotes y la aparicién de nuevas lesiones en RMN (44).

Se han hecho distintos estudios para demostrar la conveniencia de suplementar con
vitamina D a los pacientes con EM, pero hasta el momento no se ha podido demostrar
el efecto beneficioso de los tratamientos con vitamina D en esta patologia (45) (46)

(47).

1.3.3.3. Tabaco

Se ha descrito que el tabaco aumenta el riesgo de desarrollar EM de manera dosis
dependiente (48). Ademas, el consumo de tabaco también aumenta el riesgo de brotes

y de progresién de la enfermedad (49).

1.3.3.4. Obesidad

La obesidad se ha relacionado con un aumento del riesgo de desarrollar EM. Este
riesgo se incrementa especialmente en personas con mayor indice de masa corporal,

sobre todo en la adolescencia y juventud (50).

1.3.3.5. Microbiota intestinal

Distintos estudios en modelos murinos han mostrado que existen diferencias en la
microbiota entre los ratones con EAE y los grupos control. En la EAE se ha observado
una desregulacién de la microbiota, que resulta en un incremento de géneros como
Akkemansia y Acinetobacter respecto a ratones control (51) (52). Ademas, se ha

demostrado que estos géneros son capaces de mediar la diferenciaciéon de linfocitos
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Thl y de suprimir los linfocitos T reguladores productores de IL-10, es decir, de

promover un estado proinflamatorio en la EAE (51).

Los estudios de la microbiota en pacientes con EM no tratados, revelan aumento en
los niveles de Methanobrevibacter y Akkermansia y disminucion de Butyricimonas.
Cuando se analiza la microbiota de pacientes con EM en tratamientos con farmacos
modificadores de la enfermedad, se observa un aumento en el género Prevotella, que

estd implicado en la generacion de metabolitos con accién inmunomoduladora (53).

1.4. PATOLOGIA DE LA EM

La EM es una enfermedad autoinmune inducida por linfocitos T y B autorreactivos que
se activan en los ganglios linfaticos fuera del sistema nervioso central y migran al
mismo, contribuyendo a producir desmielinizacién, inflamacién y dafio axonal. Los
antigenos que median esta patologia no son aun conocidos y tampoco se conoce si la
enfermedad se produce por liberacién de antigenos del SNC hacia la periferia o por

mimetismo molecular tras un proceso infeccioso (54).

El inicio de la EM se caracteriza por la aparicion de placas de desmielinizacién
preferentemente en la sustancia blanca perivascular donde se produce

desmielinizacidn, inflamacién y dafio axonal.

Los linfocitos T autorreactivos se activan en los ganglios linfaticos sistémicos vy
atraviesan la barrera hematoencefalica mediante la unién de la integrina VLA-4 de su
membrana, a las moléculas VCAM-1 del endotelio activado (55) . Una vez alli, se

desencadena una respuesta inmune que conduce a la liberacidon de citoquinas
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proinflamatorias tales como INF-y y TNF-a. Estas citoquinas, activan las células de la
microglia y los astrocitos e inducen el reclutamiento de otras células del sistema
inmune tales como linfocitos T, linfocitos B y monocitos hacia el SNC (56), que
mediante la produccién de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas, perpetuan la

inflamacién en el mismo y la aparicion de dafio axonal (57) (58,7).

El dafio tisular observado en la esclerosis multiple resulta, por tanto, de una
interaccion compleja y dindmica entre las células de la respuesta inmune adaptativa
gue migran al SNC y las de la respuesta innata residentes (microglia y astrocitos) que
inducen dano axonal, que es la causa del déficit neuroldgico permanente de los

pacientes. (59).

Diversos estudios genéticos, muestran que la EM comparte algunas caracteristicas con
otras enfermedades autoinmunes, como el déficit de células reguladoras o la

interaccion entre la respuesta inmune innata y adaptativa (60).

En las lesiones de la EM se han descrito tanto linfocitos T CD4+ como CD8+, si bien
estos ultimos son los mds abundantes (61). La presencia de linfocitos CD8+ se asocia a
dafio axonal y se localizan no sélo en las lesiones sino en todo el parénquima (61). Los
linfocitos B también juegan un papel importante en la fisiopatologia de la EM. La
presencia de linfocitos B activados (plasmablastos) en LCR se asocia con mayor
inflamacién (62). Asi mismo, la formacién de foliculos linfoides ectépicos en las
meninges se ha asociado con la aparicion de lesiones corticales y con formas mas
graves de la enfermedad (63). Los linfocitos B tienen un triple papel en la EM. Asi,
pueden producir citoquinas proinflamatorias que activan a los linfocitos T y a las
células de la respuesta innata (64), presentan antigenos a los linfocitos T y secretan
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anticuerpos. Se ha visto que la union de anticuerpos a los axones y a los
oligodendrocitos en las lesiones induce la fijacién de complemento y, por tanto, un
dafio axonal y oligodendroglial directo (65). Ademas, la fijacion de complemento
puede activar, junto con las citoquinas producidas por los linfocitos T y B, a la microglia
y los macréfagos que producen especies reactivas de oxigeno y proteasas que también

inducen dafio axonal (66,67,68) (69).

Ademas, en todo este proceso hay que tener en cuenta que la edad va acompaiiada de
procesos de inmunosenescencia, por lo que, con la edad, disminuye la eficacia de la
respuesta adaptativa y de la fagocitosis de la respuesta innata. Esta respuesta innata
aumenta su estado inflamatorio, produciendo una inflamacién crénica asociada a los
procesos de envejecimiento (“Inflammaging”) (70). En algunas infecciones crénicas y
enfermedades autoinmunes como la EM, distintos datos apuntan a que se produce
una inmunosenescencia precoz (71) (72). Ademas, se ha observado que la edad va
disminuyendo la capacidad de reparacidon de las areas dafiadas en la EM (73). Por
ultimo, los pacientes con EM presentan acimulos de hierro en el SNC, lo que produce
un aumento del estrés oxidativo y un mayor dafio a los oligodendrocitos, con la
consiguiente falta de remielinizacion. Todos estos mecanismos contribuyen al

aumento de la neurodegeneracion en estos pacientes segun avanza la edad (61).

Por todo ello, los tratamientos modificadores de la enfermedad basados
principalmente en el control de la respuesta adaptativa, son mas eficaces en las etapas
iniciales de la EMRR que una vez que avanza la enfermedad y la edad de los pacientes

(74) (70).
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1.4.1. Papel de los anticuerpos en la EM

En mas del 95% de los pacientes con EM se produce sintesis intratecal de IgG. Aunque
la sintesis de estos anticuerpos no es patognomanica de la EM, su deteccién mediante
el estudio de bandas oligoclonales (BOC) representa una herramienta importante para
el diagndstico de la EM (75). Sin embargo, no queda claro que las BOC de IgG se
asocien con un peor curso de la enfermedad. Por el contrario, la sintesis intratecal de
IgM se ha asociado con una evolucion mas agresiva de la EM (76) (77), sobre todo
cuando reconocen lipidos (78). La desaparicién de estos anticuerpos se asocia con una

respuesta éptima a tratamientos de alta eficacia en la EMRR (79) y la EMPP (80).

Por ultimo, se ha descrito que la presencia de plasmablastos o células plasmaticas
productoras de IgA procedentes del intestino, podrian jugar un papel tolerogénico en
la EM, induciendo la produccion de IL-10 (81). Todos estos datos, hacen pensar que el
estudio combinado de la sintesis intratecal de inmunoglobulinas podrd ayudar en
préximos estudios a evaluar el papel de los anticuerpos en la EM. En cualquier caso, la
deteccion de anticuerpos IgG y sobre todo IgM, junto con factores activados del
complemento en los axones y los oligodendrocitos presentes en las lesiones de EM,

muestran que IgG e IgM podrian jugar un papel en la induccion de dafio axonal (65).

1.5. FORMAS CLINICAS DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

-Sindrome clinicamente aislado: La EM es una enfermedad con un curso muy
heterogéneo, que suele comenzar como un sindrome clinico aislado (CIS) que puede
ser mono o polisintomatico, dependiendo de la localizacién de las lesiones. Las

presentaciones clinicas mas frecuentes son: neuritis dptica, sindrome de tronco o
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medular (82). El CIS puede ser un proceso autolimitado o representar el primer brote

de una EM (83).

-Esclerosis multiple recurrente-recidivante (EMRR): La mayoria de pacientes
con EM debuta con este tipo de EMRR, llegando a representar al 85% de los pacientes
con EM. Esta forma de la enfermedad suele aparecer entre los 20 y los 40 afos, y se
caracteriza por fases agudas en las que se produce un empeoramiento de la funcién
neuroldgica (brotes) seguidas de una recuperacién completa o con secuelas residuales
(84). La caracterizacion de la EMRR incluye la diseminacién en el espacio (desarrollo de
lesiones en distintas areas del SNC) y en el tiempo (desarrollo de nuevas lesiones en el

SNC a lo largo del tiempo) (83).

En la revisién de los criterios de McDonald del 2017 se define brote, como aquel
episodio clinico monofasico que es detectado por el paciente y que presenta hallazgos
tipicos de la EM que reflejan un evento desmielinizante inflamatorio en el SNC. Los
brotes se pueden desarrollar de manera aguda o subaguda durante al menos 24 horas

en ausencia de fiebre o infeccién (83).

Un numero considerable de pacientes con EMRR presentan, después de un tiempo,
una progresion continua de la enfermedad con o sin brotes sobreafiadidos. Se conoce
a esta forma como secundariamente progresiva (EMSP) y suele progresar cuando los

pacientes llegan a la cuarta o quinta década de la vida (85).

-EM primariamente progresiva (EMPP): En torno al 15% de los pacientes con EM

debutan con un empeoramiento continuo de la discapacidad sin que existan periodos
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de remisién. Se ha definido a este tipo de evolucién como primariamente progresiva

(PP).

Recientemente se ha publicado una nueva forma de clasificar la progresion de la
enfermedad, dependiendo de si los pacientes presentan actividad clinica en forma de

brotes o en resonancia en forma de lesiones captantes (86):

-. EM activa con progresion: El paciente tiene un brote a partir del cual

se produce un empeoramiento gradual.

-. EM activa sin progresion: El paciente tiene un brote que no se asocia
con un empeoramiento de la discapacidad en un periodo de tiempo amplio y definido

(1-2 afios).

-. EM no activa pero con progresion: No se detectan brotes como tales,

pero la discapacidad va progresando.

-. Enfermedad estable (EM no activa y sin progresién).

1.6. DIAGNOSTICO DE LA EM

El diagnédstico de la EM se realiza en base a signos clinicos y sintomas que sugieran un
proceso desmielinizante inflamatorio del SNC que presente diseminacion en el espacio
y en el tiempo, siempre y cuando, se haya descartado que dichos sintomas no sean
atribuibles a otras patologias (87). En los ultimos afios distintas pruebas paraclinicas,
asi como los criterios diagnodsticos, han contribuido a un diagndstico precoz de la

enfermedad.
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Los criterios de McDonald se desarrollaron en el afio 2001 por el comité internacional
de diagndstico de la EM. La ultima revision data de 2017, constituyendo una guia
esencial para el diagndstico de la EM, ya que incluye criterios clinicos, de laboratorio y
de RMN. Estos criterios son sensibles y especificos, lo que ha permitido un diagndstico
temprano y certero de la EM (87) (83). Para ello, es muy importante distinguir entre
EM vy otras enfermedades con caracteristicas clinicas y/o de imagen solapantes con la
esclerosis, como puede ser la neuromielitis Optica u otras posibles causas de
desmielinizacion como otras enfermedades autoinmunes o infecciosas (como

sindrome de Sjogren, lupus eritematoso sistémico, etc.) (88).

Los criterios diagndsticos de la EM actuales combinan pruebas clinicas, de imagen y de

laboratorio (RMN, estudio de LCR y potenciales evocados) (83).

1.6.1. Resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN ha sido el test clave tanto para el diagndstico de pacientes con un sindrome
clinico sugestivo de EM, como para el desarrollo de nuevos farmacos modificadores del
curso de la enfermedad que reduzcan la magnitud y frecuencia de las nuevas lesiones
(83). La sensibilidad de la RMN es alta, sin embargo, no hay que olvidar que las
técnicas de imagen pueden dar los mismos patrones en distintas patologias como

isquemia u otras patologias inflamatorias (89) (90).

Recientemente se ha propuesto estandarizar los protocolos de RMN para el
diagndstico, prondstico y seguimiento de la EM (91) (92) (93). La resonancia del

sistema nervioso central constituye una herramienta muy util en el diagnéstico de la
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EM ya que puede determinar hallazgos tanto de diseminacién en el espacio (una o mas
lesiones en T2 en las regiones caracteristicas de la enfermedad) como en el tiempo

(una o mas nuevas lesiones respecto a la resonancia anterior) (87).

1.6.2. Estudio de liquido cefalorraquideo (LCR)
Aunque el estudio del LCR ha sido un tema controvertido en los criterios diagndsticos

de McDonald, actualmente continta siendo un test con un gran valor diagndstico (94).

La expansion clonal de células plasmaticas en el SNC produce las inmunoglobulinas que
detectaremos como BOC en LCR, que constituye un hallazgo caracteristico en EM (95).
Aunque la diana de estos Ac sea probablemente multiple, su presencia indica que se

produce una respuesta inmune restringida al SNC.

La evidencia de sintesis intratecal de IgG, aunque no sea especifica de la EM, apoya
fuertemente el diagndstico de esta enfermedad (96). Sin embargo, para valorar
correctamente la presencia de sintesis intratecal en LCR es muy importante el uso de

tecnologias apropiadas y estandarizadas (97).

Ademas, el estudio del LCR sirve para realizar un diagndstico de exclusidon cuando se
observan hallazgos que sean atipicos en la EM y sugieran otro tipo de patologias (como
puede ser una proteinorraquia >100 mg/dl, pleocitosis >50 células/mm?, presencia en

LCR de neutrodfilos o eosindfilos, etc.) (98).

La demostracidn cualitativa de la presencia de dos o mds bandas oligoclonales (BOC)
exclusivas en el LCR y no en el suero del paciente, indica que existe sintesis intratecal
de anticuerpos, mdas que cualquier otro test que tengamos disponible, como por

ejemplo los indices de I1gG (96) (97) (98). Los resultados positivos de otros test que

55



INTRODUCCION

sirven para valorar el LCR en el diagndstico de EM, deben tomarse con precaucién

cuando el estudio de bandas oligoclonales en LCR sea negativo o no se haya realizado.

Cerca del 96% de los pacientes presentan BOC IgG en LCR (99), sin embargo, la
sensibilidad del estudio de las BOC depende del método empleado en su realizacién.
Asi, el isoelectroenfoque en gel de agarosa e inmunodetecciéon o inmunofijacién de
IgG, es el método mas sensible del que disponemos actualmente (75) (83). El analisis
pareado de muestras de suero y LCR de los pacientes es esencial para confirmar que

las BOC se encuentran exclusivamente en LCR.

Aunque el estudio de BOC de IgG no es esencial en algunos casos, la determinacion de
BOC aumenta la especificidad del diagndstico, por lo que es altamente recomendable
para realizar un diagndstico precoz y especifico de la enfermedad. Este estudio se hace
especialmente importante cuando la EM debuta con un curso atipico, en las formas
progresivas o cuando los pacientes pertenecen a segmentos de la poblacion en los que

la EM es menos comun (como EM pediatrica, geriatricos, etc.) (83).

Multitud de estudios evidencian que en los pacientes adultos con un sindrome
clinicamente aislado (CIS), la presencia de BOC en LCR es un factor independiente que

predice el riesgo de sufrir un segundo ataque (100) (101).

La ausencia de BOC en LCR no descarta por completo el diagndstico de esclerosis
multiple (sobre todo en casos de EM pediatrica), pero este deberia hacerse con cautela
en estos casos con BOC negativas en LCR, sobre todo en casos en los que los pacientes
presenten hallazgos clinicos o de imagen atipicos (83). En el estudio del LCR, también

podemos valorar la sintesis 1gG en el SNC por test semicuantitativos como los indices
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de IgG de Reiber (102) y de Tibbling (103), que no son tan sensibles como la presencia

de BOC de IgG en LCR.

El estudio de las cadenas ligeras kappa de las inmunoglobulinas en LCR también podria
contribuir al diagndstico de la EM, sin embargo, de obtenerse valores altos de estas
moléculas, los resultados deberian confirmarse mediante el estudio de BOC de IgG, ya
gue estos valores elevados también se observan en otras enfermedades inflamatorias

del SNC (104) (105).

1.6.3. Potenciales evocados

Los potenciales evocados valoran la transmisién del impulso eléctrico en el SNC, de
manera que, si el nervio a valorar sufre un proceso de desmielinizacion, dichos
potenciales estardn alterados. El sistema visual se suele ver afectado de forma
temprana en la EM, por lo que suele ser uno de los primeros signos clinicos de la
enfermedad (106). El uso de los potenciales evocados en el diagndstico de la EM se ha
discutido ampliamente por expertos en las ultimas revisiones de los criterios de
McDonald (107). Aunque la afectacién del nervio éptico es una caracteristica muy
importante de la enfermedad, los datos aportados por el estudio de potenciales
evocados no parecen hoy en dia aportar un valor sustancial a los datos clinicos y
paraclinicos mencionados en los parrafos anteriores en el algoritmo diagndstico de la

EM (83).
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1.7. MARCADORES PRONOSTICOS EN LA EM
Se define como biomarcador a una sustancia utilizada como indicador de un estado

biolégico. Debe poder medirse objetivamente. (108).

Puede servir como indicador de:

* Un proceso biolégico normal

* Un estado patoldgico

* Respuesta a un tratamiento.

En la esclerosis multiple, la busqueda de biomarcadores prondsticos es de gran utilidad
clinica. Dada la heterogeneidad de la enfermedad estas moléculas revisten gran
importancia para tomas decisiones terapéuticas adecuadas de modo precoz. Entre las

moléculas que han demostrado valor pronéstico en la EM tenemos:

1.7.1. Cadena ligera de los neurofilamentos

Los neurofilamentos son componentes del citoesqueleto de las neuronas. Estos
filamentos proteicos son muy abundantes en los axones donde mantienen su
estructura, tamano y calibre (109). La cadena ligera de los neurofilamentos (NF-L) de

68 KDa se libera al LCR en los procesos de dafio axonal del SNC.

Algunos estudios determinaron que los pacientes con neuritis éptica o CIS, que
posteriormente desarrollaban EM, presentaban mayores niveles de NF-L en LCR, sin
embargo, no se correlacionaban los niveles de neurofilamentos con la gravedad de los
sintomas ni con las lesiones de RMN (110) (111). Los niveles de NF-L son un marcador

del riesgo de conversion a EM débil en comparacion con las lesiones en T2 o las BOC.
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Sin embargo, fueron un excelente biomarcador para predecir la aparicion de atrofia a

corto y medio plazo (112).

Esto se corrobord en los nuevos estudios en los que se miden los NF-L en suero
mediante métodos de alta sensibilidad. Los niveles de NF-L en suero se correlacionan
estrechamente con los de LCR y los estudios preliminares apuntan a que se asocian con
la actividad clinica y radioldgica, asi como con la atrofia y el avance de la discapacidad

(113).

1.7.2. Quitinasa 3 like 1

La quitinasa 3 like 1 (CHI3L1 o YKL-40) es un marcador de actividad glial que expresan
los astrocitos y microglia durante la inflamaciéon de la sustancia blanca en la EM.
Niveles aumentados de esta molécula en LCR predicen un tiempo mas corto de

conversion a EM tras un CIS y un avance mas rapido de la discapacidad (114) (115).

En pacientes con EMSP, los niveles de CHI3L1 se correlacionan con la presencia de

inflamacion (116).

1.7.3. Bandas oligoclonales IgM lipido-especificas

La presencia de bandas oligoclonales (BOC) en el LCR se considera uno de los
biomarcadores independientes mas importantes en la EM (117). Se estudia mediante
isoelectroenfoque e inmunodeteccion (118) (119). Se ha demostrado que la naturaleza
de esta IgM intratecal es persistente, por lo que no se consideran anticuerpos fruto de
una respuesta primaria, ya que proceden de linfocitos B que han sufrido una

hipermutacién somatica a nivel de SNC (117).
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La presencia de estas BOC IgM se asocian a un mayor riesgo de conversién de CIS a EM
(76). En su mayoria estos anticuerpos reconocen lipidos. Las BOC de IgM lipido-
especificas (BOCM-LE) se asocian estrechamente con una peor evolucién clinica de la
enfermedad (78) (120) (77) (121). Los pacientes con BOC IgM presentan una mayor
carga lesional en T2, una mayor tasa de brotes (77), mayor atrofia cerebral (122), un

mayor avance de la discapacidad y una conversién temprana a EMSP (80) (123).

En pacientes con EMPP, la presencia de BOC IgM también se asocia a un curso clinico

mas agresivo y a la presencia de lesiones captantes en resonancia (80).

1.8. TRATAMIENTOS DE LA EM

Aunque no existe una cura para la EM, el manejo adecuado de la patologia disminuye
el nimero de brotes y retrasa el avance de la discapacidad, permitiendo una mejor
calidad de vida a los pacientes (124) (125). El tratamiento de la EM engloba tres
abordajes diferentes: Tratamientos modificadores de la enfermedad (TME),

tratamientos de los brotes, y tratamientos sintomaticos:

1. Tratamiento de los brotes: Disminuyen los sintomas y la duracién de los mismos.
Se basa en el uso de corticoides intravenosos a grandes dosis.

2. Tratamiento de los sintomas: Persiguen mejorar la calidad de vida del paciente y
conlleva un abordaje farmacoldgico, psicoterapéutico y rehabilitador.

3. Tratamientos modificadores de la enfermedad (TME): Modulan la respuesta

inmune de los pacientes, ralentizando el avance de la enfermedad.

Actualmente existen al menos 15 farmacos modificadores de la enfermedad

aprobados para el tratamiento de la EMRR: En primer lugar, aparecieron los fdrmacos
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inyectables. Actualmente existen en el mercado cuatro preparados de interferdn beta,
dos preparaciones de acetato de glatirdmero, cuatro farmacos orales (Fingolimod,
Dimetil-fumarato, Cladribina y Teriflunomida) y tres anticuerpos monoclonales
(Natalizumab, Alemtuzumab, y Ocrelizumab). Otros agentes como los

inmunosupresores azatioprina y mitoxantrona apenas se usan en la actualidad. (1)

Algunos estudios de pequefia escala muestran que la inmunoablacion seguida de un
trasplante de precursores hematopoyéticos autélogo puede aportar efectos con alta
eficacia y durabilidad. En la actualidad este tratamiento es cada vez mads seguro,

aunque su uso en la clinica aun es bastante limitado (126).

También se han invertido muchos esfuerzos en desarrollar fdrmacos para modular la

produccién de citoquinas, pero hasta ahora no han tenido éxito (1).

A continuacién, se resumen los TME que se utilizan en la practica clinica diaria (127)

para el tratamiento de la EM:

1.8.1. IFN beta (Rebif/ Avonex/ Plegridy/Extavia/Betaferon)

Los interferones (128) (129) (130) (131) (132), junto con el acetato de glatirdmero,
fueron los primeros TME aprobados para el tratamiento de la EMRR (133). Los estudios
pivotales describieron que estos farmacos disminuyen en alrededor de un 30% la tasa
de brotes, el avance de la discapacidad y la aparicion de nuevas lesiones en RMN (134)
(135). El mecanismo de accion del interferon beta no se conoce en su totalidad, pero

se cree que su eficacia se debe a sus efectos inmunomoduladores. Sobre todo, inhibe
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la respuesta Thl, disminuye la transmigracidon de linfocitos al SNC y aumenta la

produccién de células reguladoras como la IL-10 (136).

El IFN beta es un farmaco generalmente muy seguro. Sus efectos adversos han sido
ampliamente estudiados y rara vez son graves. Entre los mas frecuentes encontramos:
reaccion pseudogripal, descenso reversible de leucocitos, elevaciéon de transaminasas.
En raras ocasiones se ha asociado el uso de IFN beta a reacciones graves como
anafilaxia o dafio hepatico (137). Alrededor del 10% de los pacientes tratados con IFN
beta pueden desarrollar Ac neutralizantes frente al farmaco que pierde asi su eficacia

(138).

1.8.2. Acetato de glatiramero (Copaxone/ Glatopa)

Existen dos formas de Acetato de glatirdmero aprobadas por la FDA para el
tratamiento de la EMRR (139). Ambos estas constituidas por un conjunto de péptidos
de la proteina bdsica de la mielina con potencial efecto tolerogénico. Se ha
demostrado su efectividad a dosis de 20 mg/ml y 40/mg/ml (mds prescrito), con una
reduccion de la tasa de brotes de alrededor del 30%, un retraso del tiempo al brote e

inhibicién de la aparicién de nuevas lesiones de RNM (137).

Los efectos adversos mas frecuentes asociados al acetato de glatirdmero suelen

asociarse a lesiones en la zona de inyeccidn (140).

1.8.3. Teriflunomida (Aubagio)
La Teriflunomida es un inhibidor de la sintesis de novo de pirimidinas que actua
blogueando la proliferacién de los linfocitos activados y reduciendo la presencia de los

mismos en el SNC (141). Los efectos adversos de este tratamiento son secundarios a su
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capacidad para inducir el citocromo CYP1A2, por lo que este farmaco puede causar
secundariamente diarrea, nduseas y hepatotoxicidad en aproximadamente el 7% de

los pacientes tratados (142).

La Teriflunomida se ha estudiado en varios ensayos clinicos de pacientes con EMRR,
mostrando una reduccidon de la tasa de brotes de aproximadamente el 30% segun la

dosis de farmaco utilizada (143).

1.8.4. Fingolimod (Gilenya)

El Fingolimod es el primer farmaco oral que se aprobd para el tratamiento de la EM.
Actia como un inhibidor competitivo de la esfingosina-1-fosfato, uniéndose a sus
receptores, induciendo su internalizacién e impide su expresidon en la membrana
plasmatica (144). De esta forma, bloquea la salida de los linfocitos virgenes y de
memoria central de los ganglios linfaticos, esto reduce el nimero de linfocitos
circulantes (linfopenia) y, por tanto, su migracion al SNC. Ademds, este tratamiento
podria actuar sobre los receptores de esfingosina-1-fosfato en el SNC, donde tendria
efectos neuroprotectores y remielinizantes (145). El Fingolimod induce una inhibicion

de la tasa de brotes de alrededor del 50%, superior a la del interferén-beta (146).

Concentraciones elevadas de este fdrmaco en suero, pueden producir bradicardia y
blogueo de la conduccidn atrioventicular (145), por lo que obliga a la monitorizacién
de la funcidén cardiaca previamente y durante las primeras tomas del farmaco. También
se han detectado algunas infecciones graves y de forma mucho mas rara varios casos

de leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP). La LMP es una infeccidn
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oportunista del SNC causada por el virus JC que aparecen en alrededor de 1/11000
pacientes tratados (147). Esta infeccidon puede causar la muerte entre un 20-50% de los

pacientes afectos.

1.8.5. Dimetil fumarato (Tecfidera/BG-12)
El dimetil fumarato es un ester del acido fumarico capaz de activar al factor nuclear
Nrf2 asociado a la respuesta frente al estrés oxidativo (148). En los ensayos clinicos,

este farmaco reduce la tasa de brote alrededor del 50% comparado con placebo (149).

El dimetil fumarato presenta propiedades antioxidantes e inmunomoduladoras, ya que
induce un cambio en la de produccién de citoquinas desde un perfil pro-inflamatorio a

uno regulador (150) (151).

Entre los efectos adversos mas frecuentes del dimetil fumarato se encuentran la
rubefaccidn y las molestias gastrointestinales, sobre todo en las primeras etapas del
tratamiento. Ademas, en alrededor del 5% de los casos este farmaco produce
linfopenia de grado 3, que aparece principalmente en individuos mayores y con bajo
recuento linfocitario antes de la administracion del farmaco. Ademas, se han descrito
por el momento seis casos de LMP (alrededor de 1/80000 pacientes tratados), que han
aparecido siempre en pacientes mayores de 50 afos y con linfopenia grado 3

mantenida (137).
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1.8.6 Alemtuzumab (Lemtrada)

El Alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado frente a CD52 (152). Se une
a la molécula CD52 en la superficie de los linfocitos induciendo la lisis de los linfocitos T
CD4+, CD8+ y de las células B y bloquea su posterior repoblacién induciendo una
respuesta tolerogénica. Los ensayos clinicos mostraron que este fdrmaco induce una
reduccién de la tasa de brotes mayor del 70%. Ademds, se ha descrito que el
tratamiento con Alemtuzumab, asi como de otros TME como el NTZ, reducen el riesgo

de progresion a EMSP (153).

Entre los efectos adversos de este farmaco, que han limitado su uso, estan el
desarrollo de tiroiditis autoinmune, purpura trombocitopénica autoinmune, o
enfermedad de goodpasture (137). Ademas, recientemente se han encontrado otros
efectos adversos de este farmaco como enfermedades inflamatorias o episodios
isquémicos, que han hecho que su uso se vea restringido temporalmente a segunda

linea por una alerta de la EMA (154).

1.8.7. Ocrelizumab

El Ocrelizumab es un Ac monoclonal humanizado frente a CD20 desarrollado para el
tratamiento de EMRR Y EMPP (155). Este farmaco elimina de forma selectiva a los
linfocitos B y ha mostrado una alta eficacia en la reduccién de la tasa de brotes y del
avance de la discapacidad. También muestra una eficacia altisima en la reduccién en el

numero de lesiones por RMN.
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Los efectos adversos mds frecuentes durante este tratamiento suelen deberse a
reacciones infusionales y solo se han descrito efectos graves infecciones en un bajo

porcentaje de pacientes (156).

1.8.8. Mitoxantrona (Novantrone)

La Mitoxantrona es un antineopldsico sintético que inhibe la proliferacién de los
linfocitos activados, ya que bloquea el complejo topoisomerasa II-Hsp90. (142). Su uso
es extremadamente limitado en la EM debido a los efectos adversos graves y dosis-

dependientes, pudiendo ocasionar cardiomiopatia y leucemia aguda (137).

1.8.9. Natalizumab (Tysabri)

Natalizumab (NTZ) fue el primer farmaco de alta actividad aprobado para el
tratamiento de la EM en el afo 2004. Ya los resultados del ensayo clinico AFFIRM,
mostraron una alta eficacia con una inhibiciéon de un 68% de la tasa de brotes, de un
83% en la aparicidon de nuevas lesiones y un 42% en el retraso del empeoramiento de
la discapacidad a los dos afios de tratamiento (18) (157) (158) (159). Estos datos han
sido aun mejores en estudios de vida real, que muestran que alrededor del 60% de los
pacientes tratados con NTZ, se muestran libres de la actividad de la enfermedad (160)
(161). Ademas, distintos trabajos han demostrado una mayor eficacia de Natalizumab
en comparacion no sodlo con los farmacos inyectables, sino con otras moléculas

comercializadas posteriormente como Fingolimod o Tecfidera (162) (127).

El cambio a Natalizumab tras un fracaso de tratamientos de primera linea, ha

mostrado ser altamente efectivo (163). Actualmente, sélo hay comercializado un
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tratamiento con una eficacia comparable a Natalizumab, el Alemtuzumab, si bien se ha
descrito que Natalizumab podria ser mas eficaz permitiendo la recuperacion de la
discapacidad (164). Por otra parte, el tratamiento con Alemtuzumab se ha asociado
con efectos secundarios como el desarrollo de nuevas patologias autoinmunes en mas
del 40% de pacientes tratados, que pueden ser potencialmente graves en alrededor
del 1% de los pacientes. Ademas, la apariciéon de nuevas complicaciones asociadas con
este tratamiento como el sindrome de activacion macrofagica y episodios de ictus, han
hecho que la EMA limite el uso del farmaco de forma temporal (154). El Ocrelizumab
también ha presentado en los ensayos clinicos una alta eficacia en la EM, pero aln no
tenemos datos de practica clinica real que nos muestren el perfil prolongado

beneficio/riesgo de este farmaco.

A pesar de su alta eficacia, el uso de NTZ como tratamiento de pacientes con EM, se ha
limitado debido a su principal efecto secundario, la aparicién de LMP, que aparece en
4.22 por cada 1000 pacientes tratados con NTZ (165), es decir, aproximadamente en
uno por cada 250 paciente tratados (147). La LMP es una infeccion oportunista
causada por el virus John Cunningham (JC) que aparece generalmente en individuos
inmunocomprometidos. Este virus actia infectando vy destruyendo los

oligodendrocitos en el SNC (166).

Los primeros dos casos de LMP aparecieron ya en los ensayos clinicos e indujeron una
retirada temporal del producto por parte de la empresa que lo comercializa.
Posteriormente, tras la realizacidon de estudios de seguridad (18), la FDA aprobd el uso

del NTZ como tratamiento para la EMRR.
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1.8.9.1. Descripcion del NTZ

El NTZ es un Ac monoclonal humanizado recombinante, que impide el paso de células
del sistema inmune a través de la barrera hematoencefdlica (BHE), mediante el
bloqueo de la subunidad a4 de las integrinas. Estas moléculas estan implicadas en la

adhesién y migracién celular desde el endotelio a los tejidos inflamados.

Las integrinas a4B1 (como VLA-4) son heterodimeros de membrana expresados por la
mayoria de leucocitos mononucleares. La molécula de adhesiéon VLA-4 se caracterizé
en células linfoides, en las que mediaba su unién a las células del endotelio a través de
la molécula VCAM-1. Esta union VLA-4/VCAM-1 es esencial en el reclutamiento de los

leucocitos a las zonas de inflamacion (167).

Yednock fue el primero que describid que los anticuerpos monoclonales (AcMo) que
bloqueaban la unidon VLA-4/VCAM-1 tenian efectos terapéuticos en modelos de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), retrasando la aparicién de la paralisis
en estos roedores (168). Otros estudios confirmaron estos resultados, demostrando
que los responsables de la induccién de la EAE eran los linfocitos con fenotipo Thly
que dicha induccion se correlacionaba con la expresidn de integrina a4 en la superficie
celular de estos linfocitos (56). Ambos estudios evidencian que la molécula VCAM-1 del
endotelio inflamado del SNC, actua reclutando linfocitos T especificos y otros

leucocitos inflamatorios al SNC por via VLA-4 (169).

El blogueo de las a4 integrinas por los AcMo sugiere que las vias dependientes de esta
unidon son criticas en varias patologias inflamatorias y autoinmunes, ya que la

interaccion VLA-4/VCAM-1 induce la produccion de sefiales de coestimulacién y
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proliferacion de linfocitos T y la produccién de citoquinas/mediadores inflamatorios

(170).

Una de las principales ventajas del NTZ es que Unicamente bloquea la migracién de los
linfocitos activados al SNC, pero no produce el descenso de los mismos a nivel

sistémico (137).

1.8.9.2. Biomarcadores de respuesta al NTZ

El tratamiento con NTZ conlleva cambios en el sistema inmune que pueden
monitorizar la respuesta al farmaco. Asi, en aquellos pacientes que responden de
manera 6ptima, se detecta un descenso de: la cadena ligera de los neurofilamentos en
LCR (113) (171), la quitinasa 3 like 1 en LCR (172), la expresién de CD49 en células
mononucleares circulantes (integrina a2) (173) (174) (175) (176), los niveles de

fetuina-A en LCR (177).

El inconveniente de estos biomarcadores es que requieren de numerosas punciones

lumbares, lo cual los hace poco deseables como marcadores de seguimiento.

1.8.9.3. Efectos secundarios del NTZ

Se ha encontrado que entre el 4-14% de los pacientes tratados con NTZ desarrollan Ac
anti-NTZ, aunque, solo aquellos Ac persistentes se asocian con efectos adversos en el
tratamiento, como es el descenso en la eficacia del mismo o el desarrollo de

reacciones infusionales (178) (179).
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Sin embargo, el tratamiento con Natalizumab se ha visto limitado por la apariciéon de
su principal efecto secundario, la LMP. Para minimizar la aparicion de esta infeccion, se
han creado diversos algoritmos de estratificacion de riesgo que han permitido el uso
mas seguro del farmaco (180). A continuacidn, se profundizard en las caracteristicas

de la LMP.

1.9. LEUCOENCEFALOPATIA MULTIFOCAL PROGRESIVA

Antes de la epidemia del SIDA, la LMP se consideraba una enfermedad rara, que se
asociaba de manera secundaria a procesos como leucemia linfocitica crénica (LLC-B) y
linfoma no Hodgkin (LNH). Sin embargo, a finales de los aifos 90, se estimaba que el 5%
de los pacientes con SIDA desarrollaban LMP (181). Aunque suele tener lugar en
estadios de inmunosupresion avanzados, también se han descrito casos de LMP en
paciente con recuentos de linfocitos CD4 superiores a 200 células/mm? (182). Sin
embargo, rara vez se han descrito casos de LMP en pacientes sin ningun sintoma de

inmunodeficiencia (183).

Actualmente, la LMP ha surgido como una complicaciéon rara pero potencialmente
fatal en los tratamientos con inmunomoduladores en distintas patologias. En la EM

aparecen mas frecuentemente en pacientes tratados con NTZ (184), (147).

La LMP fue descrita en 1930 por el neuropatélogo aleman Hallervorden (185) y en
1958 Astrom la clasific6 en base a tres caracteristicas histopatoldgicas:

desmielinizacidn, alargamiento del nucleo de los oligodendrocitos y nucleos atipicos de
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los astrocitos (186). La etiologia viral de esta patologia se descubrié gracias a la

descripcion de los cuerpos de inclusion de los nucleos de células neurales (187).

ZuRhein postuldé la LMP como una infeccion mediada por Polyomaviridae en base a
criterios de microscopia electrénica (188). Esto posteriormente fue confirmado al

aislarse el papovirus John Cunningham (JC) de cultivos de cerebro humanos (189).

1.9.1. Epidemiologia de virus John Cunningham (V]JC)

El virus John Cunningham (VIJC) pertenece a la familia de los Papoviridae, dentro del
género de los Polyomaviridae. Estos virus presentan DNA de doble cadena de 5.1 Kb
encapsulada en una estructura proteica con simetria icosaédrica. Este DNA codifica
una proteina no estructural (proteina T) y tres proteinas de la capside (VP1, VP2 y VP3)

(189) (190).

El virus John Cunningham (VJC) infecta a mas de la mitad de la poblacién adulta a lo
largo de todo el mundo (191). De hecho, la infeccién por VIC suele presentar un curso
subclinico. La LMP se considera un evento poco frecuente pero muy grave, debido a la
infeccion por el VIC que aparece «casi exclusivamente en pacientes

inmunocomprometidos (191).

La prevalencia del virus JC en la poblacién sana es de alrededor el 60-80% (192). El VIC
infecta a las amigdalas durante la infancia, por lo que la primoinfeccidn es similar a
cualquier otra infeccion de vias altas (193). Tras la primoinfeccion, el VIC permanece
latente en el reticulo endotelial de diferentes drganos como el rifién (194). Cuando

aparece la LMP, el virus se reactiva y es capaz de cruzar la BHE infectando a los
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linfocitos que la atraviesan. Una vez en el SNC infecta y destruye a los oligodendrocitos

(195).

1.9.2. Diagnostico de la LMP

Se consideran pacientes de alto riesgo a desarrollar LMP de manera secundaria al
tratamiento con NTZ, a aquellos pacientes con Ac anti-JC positivos, con tratamientos
inmunosupresores previos y con mas de 24 infusiones de NTZ (196). Los casos de LMP
asociados al tratamiento con NTZ presentan unas tasas de supervivencia mucho

mayores a las observadas en las LMP que se desarrollan en otras condiciones (197).

La LMP se diagnostica segun los siguientes criterios diagndsticos (198):

-Clinica__progresiva _compatible con la LMP: Anomalias cognitivas y/o del

comportamiento (199).

-Estudio de resonancia compatible (200): Lesiones hiperintensas en secuencias T2.

-Criterios de laboratorio (201): Deteccién de la presencia del virus JC en el LCR

mediante PCR.

1.9.3. LMP en otras opciones terapéuticas

El NTZ no es el Unico tratamiento para la EMRR que se ha asociado al desarrollo de
LMP, ya que se han reportado casos en pacientes con EM tratados con Fingolimod vy
Dimetil fumarato, aunque con mucha menor frecuencia (alrededor de 1/10000) (147).
En el 90% de los casos de LMP secundaria al tratamiento con Fingolimod, esta tuvo
lugar en pacientes con edades comprendidas entre los 49-63 afos (202) y en el 100%

de los casos de LMP secundaria al tratamiento con Dimetilfumarato, tuvo lugar en
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pacientes con edades comprendidas entre los 54-66 afios (203). Estos datos inducen a
pensar que el papel de la inmunosenescencia estd muy implicado en el riesgo de

desarrollar LMP de manera secundaria al tratamiento con TME.

1.9.4. Estratificacion del riesgo de desarrollar LMP

Los datos de seguridad acumulada del NTZ identificaron diversos factores de riesgo
para desarrollar LMP de manera secundaria al tratamiento. El factor mds claramente
asociado al riesgo de LMP fue la positividad para los Ac anti-JC (184) (204), también se
ha visto un riesgo mayor de LMP en tratamientos con NTZ de larga duracién (superior
a 2 afios o0 a 24 infusiones) y cuando se habia realizado un tratamiento previo al NTZ

con farmacos inmunosupresores (205) (206).

1.9.4.1. Positividad para los Ac anti-virus JC

La prevalencia de los Ac anti-JC usando el ELISA de dos pasos de segunda generacion
(STRATIFY JCV DxSelect; Focus Diagndstics, Cypress, CA) (207), en pacientes con EM
tratados con NTZ es del 50-70% de los casos (208). Esta prevalencia no se diferencia de
la de individuos sanos y menos del 1% de estos pacientes seropositivos desarrollara

LMP (209) (165).

El indice de Ac anti-JC contribuye a la estratificacion del riesgo de desarrollar LMP, ya
que se ha descrito que esta infeccidn oportunista rara vez aparece cuando el indice de

Ac es inferior a 0.9 (210).
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Segun los datos de un amplio estudio prospectivo (STRATIFY-2), el riesgo de desarrollar

LMP en pacientes seronegativos para Ac anti-JC es <1/10000 pacientes tratados (208).

Una pequeiia proporciéon de pacientes han presentado un estado fluctuante de Ac
anti-JC a lo largo del tratamiento con NTZ, por lo que el calculo del riesgo de LMP en

estos pacientes es poco claro (204).

TYGRIS es un estudio observacional multinacional disefiado para obtener datos de
seguridad a largo plazo en pacientes tratados con NTZ del que se asume que es
representativo de la poblacién global de pacientes (211). En este estudio se estimo que
la prevalencia de la presencia de Ac anti-JC en la poblacién general de pacientes con
EM es del 54.9% (212). Esta prevalencia va aumentando con la edad ya que la tasa de

seroconversion anual es aproximadamente del 2% (213).

Los pacientes con LMP presentan una respuesta proliferativa frente a particulas virales
JC disminuida respecto a donantes sanos, tanto a nivel de respuesta inmune humoral
como celular, lo que reduce el control de la infeccidon por el VIC en estos pacientes
(214). El elevado titulo de IgG especifica frente a las particulas VP1 virales en pacientes
gue desarrollan LMP comparados con donantes sanos, hace evidente la respuesta
humoral antiviral, pero a su vez, sugiere que debe existir un defecto en la respuesta

inmune celular que propicie la reactivacion del VIC que tiene lugar en la LMP (215).

Los factores que desencadenan dicha reactivacion de la infeccidon del VJC en pacientes
tratados con NTZ alun son parcialmente desconocidos, ya que la mayoria de los
pacientes seropositivos tratados con este farmaco no llega a desarrollar la enfermedad

(216).
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1.9.4.2. Tratamientos inmunosupresores previos al tratamiento con NTZ

En los primeros estudios de seguridad del NTZ mas del 30% de los pacientes que
iniciaron el tratamiento habian recibido un tratamiento previo inmunosupresor (184).
Esta inmunosupresiéon previa se asociaba con un mayor riesgo de LMP. Sin embargo,
gracias a la aparicién de nuevas terapias para la EM vy tras la notificacion de la EMA
confirmando el aumento del riesgo de LMP en pacientes tratados con
inmunosupresores previamente al NTZ (196), ha aumentado su uso como tratamiento
de primera o de segunda linea y se ha reducido notablemente el uso de tratamientos

inmunosupresores previo a NTZ (menos del 10% en nuestra cohorte).

1.9.4.3. Tiempo de tratamiento con NTZ

La exposicidon prolongada a natalizumab aumenta el riesgo de LMP (217), en pacientes
con anticuerpos anti-JC (218). Sin embargo, la interrupcion del tratamiento con NTZ en
estos pacientes, conlleva la reactivacién de la enfermedad en cuanto a brotes y

lesiones desmielinizantes (219).

Esto hace patente la necesidad de buscar biomarcadores adicionales para la
estratificacion del riesgo de la LMP en estos pacientes, con el fin de evitar que aquellos
enfermos con un curso agresivo de la enfermedad que se puedan beneficiar del

tratamiento con NTZ, tengan que interrumpir el mismo.

1.9.4.4. Efectos de la edad en la LMP

Debido a que los ensayos clinicos de los TME para la EM suelen excluir a pacientes
mayores, nuestro conocimiento de la eficacia y seguridad de los farmacos en estos

pacientes es a menudo insuficiente.
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Algunos trabajos describen que el riesgo de desarrollar LMP en pacientes tratados con
Natalizumab aumenta con la edad y este riesgo llega a duplicarse si se inicia el

tratamiento a edades superiores a 50 afios (72).

Un trabajo previo de nuestro grupo confirma el posible papel de la edad en el riesgo de
LMP, ya que establecid que la edad media de los pacientes tratados con NTZ que
desarrollan esta infeccidn oportunista es mayor que la de aquellos que no Ia

desarrollan (220).

1.9.4.5. BOCM

La presencia de bandas oligoclonales IgM (BOCM) se asocia con un menor riesgo de
desarrollar LMP de manera secundaria al tratamiento con NTZ. El curso altamente
inflamatorio que presentan estos pacientes podria hacerlos menos propensos a sufrir
una inmunosupresién al ser tratados con NTZ, por lo que podrian mantener una

correcta inmunovigilancia frente al virus JC (220).
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HIPOTESIS

Hipotesis

Distintos factores como la presencia de anticuerpos anti-JC, el uso de
inmunosupresores previos o la duracidn del tratamiento, han probado ser utiles para
la estratificacion del riesgo de LMP en pacientes con EM tratados con NTZ. Sin
embargo, la alta prevalencia de anticuerpos anti-JC y el tiempo de tratamiento seguro
restringido a dos afos en los pacientes que los presentan, limitan en gran medida la

utilidad de este farmaco a largo plazo.

Un estudio reciente de nuestro grupo (220) demostré que una enfermedad altamente
inflamatoria, medida por la presencia de BOCM-LE, se asocia con un menor riesgo de
LMP independientemente de la duracion del tratamiento. Por otra parte, la edad, que
se asocia con un descenso de la inflamacién en la EM, parece aumentar el riesgo de
LMP tras los tratamientos inmunomoduladores. Sin embargo, hasta ahora, estos
factores que han mostrado ser importantes en el reflejo del estatus inmunolégico de
los pacientes, no se han integrado en los algoritmos previos de estratificacién del
riesgo de LMP. Tampoco se ha estudiado si las medidas clinicas asociadas al curso de la

enfermedad podrian modificar el riesgo de LMP.

Nosotros nos propusimos estudiar la combinacion de los biomarcadores clasicos de
estratificaciéon de riesgo de LMP con estos nuevos factores en una cohorte

multicéntrica de pacientes tratados con NTZ.
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OBJETIVOS

En la realizacion de esta tesis nos planteamos dos objetivos principales:

1.- Establecer nuevos factores prondsticos para estratificar el riesgo de desarrollar
LMP, en pacientes de EM candidatos a tratamiento con Natalizumab, para poder

aplicar dicho tratamiento con el mejor perfil riesgo/beneficio.

2.- Estimar el valor de la presencia de bandas oligoclonales IgM lipido-especificas para
predecir el riesgo de LMP, en pacientes con EM tratados con Natalizumab, en un

modelo multivariante incluyendo otras variables clinicas y de laboratorio.
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MATERIALES Y METODOS

4.1. DISENO DEL ESTUDIO
Estudio multicéntrico transversal para evaluar nuevos biomarcadores clinicos y de
laboratorio para la estratificacion del riesgo de LMP en pacientes con EMRR en

tratamiento con NTZ.

Evaluacién de la interaccion de la presencia de BOCM-LE con otros datos clinicos y de

laboratorio para el prondstico de EM.

4.1.1. Criterios de inclusion de los centros
Hospitales pertenecientes al BioMS: consorcio europeo para la busqueda de
biomarcadores en EM o a la REEM: Red Espafiola de Esclerosis Multiple (Grupos de

investigacion y grupos clinicos asociados).

4.1.2. Criterios de inclusion de pacientes
-Aprobacion del comité ético de cada hospital y consentimiento informado de los

pacientes.

-Pacientes con EMRR tratados con NTZ por un tiempo minimo de un afio.

-Datos clinicos y de laboratorio recogidos prospectivamente desde el diagndstico de la

enfermedad.

-Visitas a su neurdlogo de referencia al menos dos veces al afio.
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4.1.3. Variables clinicas solicitadas a los centros participantes

En la visita basal debia constar la edad, sexo y grado de discapacidad. En las visitas
consecutivas los siguientes datos: aparicion de nuevos brotes, avance de la
discapacidad, inicio o cambio de tratamiento, inicio de tratamiento con NTZ. A partir
del inicio de NTZ debian tener los siguientes datos adicionales: Titulo de Ac anti-JC,

suspensién o no del tratamiento y su causa.

4.1.4. Variables de laboratorio solicitadas a los centros participantes
Se solicitd a aquellos centros que tuvieran un estudio de LCR realizado, que nos
proporcionaran los valores de las siguientes variables: N2 de células en LCR, indices de

IgG, IgM y albumina y BOC de IgG e IgM.

En el caso de 155 pacientes que tenian muestras pareadas de LCR y suero almacenadas
a -802C y no tenian disponible el estudio de BOC de IgG en su centro, éste se realizd en

el centro coordinador.

En el caso de 119 pacientes tenian muestras pareadas de LCR y suero almacenadas a -
802C y que no tenian disponible el estudio de BOC de IgM lipido-especificas en su

centro, éste se realizd en el centro coordinador.
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4.1.5. Duracion del estudio

La inclusion de centros y obtencion de datos clinicos se realizé a lo largo de 2016 y el
primer trimestre de 2017. Durante el resto de 2017 se solicitaron los datos no enviados
y se realizé la depuracién de las bases de datos. En los siguientes 6 meses se realizé el
andlisis de resultados. Los estudios de LCR realizados en el centro coordinador se

efectuaron durante los dos primeros afios.

4.2. PACIENTES

4.2.1. Inclusion de pacientes

En este estudio se incluyeron 1307 pacientes diagnosticados con EMRR siguiendo los
criterios diagndsticos vigentes en el momento del diagndstico (87)(221)(222) y
tratados con NTZ durante un tiempo medio de: 3.73+2.13 afos (MediazDE). Tras
depurar la base de datos en tres ocasiones, completando datos y corrigiendo datos
inconsistentes, finalmente excluimos 69 pacientes de la base de datos definitiva, que

incluyé a 1240 pacientes de EMRR.

El estudio se realizd en 36 centros de cinco paises europeos, a saber: Alemania (1
centro), Austria (1 centro), Dinamarca (1 centro), Italia (3 centros) y Espana (30 centros
de 9 comunidades auténomas). Los centros participantes se muestran en la tabla 1. El
mayor numero de pacientes se recogié en Espafia (949 pacientes, 76.5%), seguida por

Italia (143 pacientes, 11.5%) y Austria (119 pacientes, 9.6%).

89



MATERIALES Y METODOS

Tabla 1 Listado de centros participantes en el estudio multicéntrico

Centros participantes en el reclutamiento de pacientes

Charité Universitats Medizin, Berlin (Alemania)

Glostrup Hospital, University of Copenhagen (Dinamarca)

Hospital Universitario Alvaro Cunqueiro, Vigo

Hospital Universitario Clinic, Barcelona

Hospital Universitario Clinico de Santiago de Compostela

Hospital Universitario Clinico San Carlos, Madrid

Hospital Universitario General de Asturias, Oviedo.

Hospital Universitario de Torrején, Madrid

Hospital Universitario de Valme, Sevilla

Hospital del Bierzo. Ponferrada, Ledn

Hospital del Mar, Barcelona

Hospital Doctor José Molina Orosa, Lanzarote

Hospital Universitario Dr. Peset, Valencia

Hospital Universitario General de Castelléon

Hospital Universitario General de Elche

Hospital Universitario General, Alicante

Hospital Universitario la Fe, Valencia

Hospital Ntra. Sra. De Sonsoles, Avila

Hospital Universitario Puerta de Hierro, Majadahonda

Hospital Universitario Regional Universitario, Malaga

Hospital Universitario Doctor Josep Trueta, Girona
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Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, Barcelona

Hospital Universitario Gregorio Maraiién, Madrid

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander

Hospital Universitario Ntra. Sra. De la Candelaria, Tenerife

Hospital Universitario Ramon y Cajal, Madrid

Hospital Universitario Reina Sofia, Cérdoba

Hospital Universitario Son Espases, Mallorca

Hospital Universitario Virgen de la Macarena, Sevilla

Hospital Universitario de Getafe

Hospital Universitario Vall d’Hebron, Barcelona

Hospital Universitario Clinico Virgen de la Victoria, Mdlaga

Medizinische Universitat, Innsbruck (Austria)

Neurological Institute, Pavia (ltalia)

Universita degli Studi di Genova, Génova (ltalia)

University of Milan (Italia)

4.2.2. Datos clinicos
Los datos demograficos, clinicos y de laboratorio se recogieron y anonimizaron en cada

centro y se mandaron al centro coordinador (tabla 2).
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Tabla 2 Variables totales analizadas en el estudio multicéntrico

Variables analizadas en el estudio multicéntrico

Sexo

Edad al debut de la EM

Edad al inicio del tratamiento de NTZ

Edad en la ultima visita registrada

Tiempo de evolucidn de la enfermedad al inicio del tratamiento de NTZ

Grado de discapacidad al inicio del tratamiento de NTZ (EDSS)

Grado de discapacidad al inicio del tratamiento de NTZ (MSSS)

Numero de brotes antes de iniciar el tratamiento de NTZ

Tasa de brotes antes de iniciar el tratamiento de NTZ

Tratamientos previos

Presencia de BOC IgG

Presencia de BOC IgM lipido-especificas

Serologia para el virus JC (titulo de Anticuerpos anti-JC)

indices IgG, IgM y albumina

N2 de células en LCR

Tiempo total de tratamiento de NTZ

Desarrollo de LMP

LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva, EM: Esclerosis multiple; NTZ: Natalizumab, JC:

virus John Cunningham, BOC: bandas oligoclonales
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4.2.3. Muestras bioldgicas

Este estudio multicéntrico fue aprobado por los comités éticos de los distintos

hospitales participantes.

Las muestras utilizadas para la determinacion de BOCG, BOCM y BOCM-LE se
obtuvieron con fines diagndsticos. El material sobrante se utilizé para este estudio tras

la obtencidn del consentimiento informado por parte de los pacientes.

Las muestras de LCR y suero empleadas en la determinacién de BOC fueron
alicuotadas y congeladas (-80°C) tras su recepcion y se mantuvieron congeladas hasta
su uso. Para la cuantificacién de IgG, IgM y albimina en LCR y suero y para el estudio

de BOC se recogieron dos alicuotas de 500ul de LRC y de suero.

Una pareja de alicuotas de suero y LCR se usé para la cuantificacién de IgG, I1gM vy
albimina y para el estudio de BOCG y BOCM, mientras que la segunda alicuota de LCR
se mantuvo congelada hasta el momento de la determinacion de BOCM-LE en aquellos

casos en los que los pacientes presentaran BOCM positivas en LCR.
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4.3. MATERIALES

4.3.1. Materiales usados en la deteccion de bandas oligoclonales IgG (BOCG),

IgM totales (BOCM) e IgM especificas frente a lipidos de mielina (BOCM-LE)

Acido clorhidrico 36% (Merck).

Acido sulfarico 98% (Merck).

Agarosa IEF (GE healthcare).

Anti- IgM humana marcada con biotina (Sigma Aldrich Quimica SA).

Anti-lgG humana marcada con fosfatasa alcalina (Jackson Immunoresearch

Laboratories).

Bafio refrigerador Multitemp Il (GE Healthcare).

Bromo, cloroindoleil fosfato, p-toluidil sal (BCIP). (Sigma Aldrich Quimica SA).

Cloroformo (Merk).

Cristales y moldes de metacrilato para hacer los geles.

Cubeta para IEF Multiphor Il (GE Healthcare).

Dimetilformamida (Merk).

Ditiotreitol (DTT). (Sigma Aldrich Quimica SA).

Estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina. (Sigma Aldrich Quimica SA).

Fosfatidilcolina Tipo llI-L (Sigma AldrichQuimica SA).

Fosfato dipotdsico (Panreac).
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Fosfato monopotasico (Panreac).

Fuente para electroforesis EPS 3500 (GE Healthcare).

Gel Bond (GE Healthcare).

Glicerol (Merck).

Hidréxido sédico (Merck).

Leche desnatada en polvo (Central Lechera Asturiana).

Nitroazul de tetrazolio (NBT). (Sigma Aldrich Quimica SA).

Nitrocelulosa (GE healthcare).

Papel Whatman (Millipore).

Pharmalyte 3-10 (GE healthcare).

Pharmalyte 4,2-4,9 (GE healthcare).

Pharmalyte 5-8 (GE healthcare).

Pharmalyte 8-10.5 (GE healthcare).

PVDF (GE healthcare).

Sorbitol (Sigma Aldrich Quimica SA).

Suero salino isotdnico (Fresenius-Kabi).

Tris Base (Sigma Aldrich Quimica SA).
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4.3.2. Materiales utilizados en la determinacion de albumina, IgG y IgM en las
muestras de suero y LCR

Las concentraciones de IgG, IgM y albimina se determinaron en un turbidimetro SPA
PLUS® (de Binding site) usando los siguientes reactivos de la misma casa comercial

(tabla 3).

Tabla 3 Reactivos utilizados en la determinacién de IgG, IgM y albimina en suero y LCR

Nombre Caodigo del producto
Antisuero anti-lIgG suero y LCR NKO004.S
Antisuero anti-Albumina suero y LCR NK032.S
Antisuero anti-IgM en LCR LKO12.L.S
Antisuero anti-IgM en suero NKO012.S

LCR: liquido cefalorraquideo

4.4 METODOS

4.4.1. Estudio de variables clinicas
Las principales variables clinicas usadas en el seguimiento de los pacientes fueron los

brotes y la evaluacién de la discapacidad.

-Definicion de brote: aparicidn de un nuevo sintoma neurolégico de al menos 24 horas

de duracién, siempre que este nuevo evento estuviera precedido de al menos 1 mes

de estabilidad neuroldgica (222).
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-Estudio de la progresion de la discapacidad. En cada visita se midié el grado de

discapacidad segun las escalas EDSS y MSSS. La escala EDSS mide la discapacidad con
valores de cero a diez, correspondiendo 0 a “No afectacidn neurolégica" y 10 a

"muerte por EM" (figura 1).

Ambulacion

10,0 = Muerte por EM

silla de ruedas
ocama

9,0-9,5 = Dependencia completa :| Confinado a

8,0-8,5=Cama-silla. Aseo personal con ayuda.

Camina con ayuda
(<5 m)

— Camina con ayuda
(50 m o mas)

— Camina sin ayuda
(100 m o mas)

— Camina sin ayuda
(300 a 500 m o mas)

7.,0-7,5 = Confinado a silla de ruedas

3,0-3,5 = Incapacidad leve moderada

2,0-2,5 = Incapacidad minima
Totalmente

1,0-1,5 = Sin incapacidad ambulatorio

0 = Exploracion normal

Figura 1 EDSS y su relacién con la de ambulacién (15)
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La escala MSSS se basa en la escala EDSS y la modifica en funcion del tiempo de

evolucién de la enfermedad (Figura 2).

EDSS~ 0-Normal 1-Sin 2-Incapacidad 3-Incapa- 4-Incapacidad 5-Limitaciéon de 6-Necesita 7-Silla de fcamadi
fios

discapacidadminima cidad leve moderada  la deambulacién baston ruedas
5.34

219

CoONOOUAEWN=O

=82 decil
=99 decil
=109 decil

- Ler deci W - 5o decil
=22 decil =62 decil
= 3er decil _ =72 decil

=42 decil

Figura 2 Escala MSSS (223)
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4.4.1.1. Diagnéstico de la LMP

Todas las LMP se diagnosticaron siguiendo los criterios diagndsticos actualmente

vigentes (198). Estos criterios incluyen:

-Clinica _progresiva _compatible con la LMP. Entre el 30%-50% de los pacientes

presentan anormalidades cognitivas y/o del comportamiento. Las alteraciones mas
frecuentes son: debilidad motora, alteraciones de la marcha, déficit del campo visual y
alteraciones del lenguaje. Con mucha menos frecuencia se observan alteraciones como

pérdida sensorial, dolor de cabeza o diplopia (199).

-Estudio de resonancia compatible (200): Lesiones hiperintensas en secuencias T2 o

FLAIR que aparecen predominantemente en la sustancia blanca, en la regién
yuxtacortical o en tronco cerebral. En el 40% de los casos de LMP secundarios al
tratamiento con NTZ, se detectan lesiones captantes de gadolinio en RMN en el
momento del diagndéstico de la LMP (estas lesiones suelen ser monofocales y
predominan en el I6bulo frontal). Hay que tener en cuenta que distinguir las lesiones
causadas por LMP de las causadas por EM suele ser complicado, por lo que se
considera como técnica mas sensible en el diagndstico de LMP la RMN por FLAIR
(lesiones en la unién entre sustancia gris-blanca, monofocales y localizadas en el |6bulo

frontal).

-Criterios de laboratorio (201): El principal criterio diagnéstico de LMP es la deteccion

de la presencia del virus JC en el LCR mediante técnicas de amplificacion por PCR (mas

de 200 copias de DNA del VJC/ml LCR).

Teniendo en cuenta todos estos criterios se puede establecer un diagndstico de LMP

definitivo, probable, posible o descartar LMP como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4 Diagnéstico diferencial de LMP en base a datos clinicos, radiolégicos y de

laboratorio. Tabla tomada de Berger et al. (198).

Diagnéstico diferencial de LMP en base a datos clinicos, radiolégicos y de laboratorio

Caracteristicas Hallazgos de imagen | PCR para el
Certeza del Dx
clinicas compatibles compatibles VIJC en LCR
Definitivo + + +
+ - +
Probable
- + +
+ + -/E
Posible
- - +
No LMP + - -
- + -

Dx: Diagndstico; +: Positivo; -: Negativo; VIC: Virus John Cunningham; E: Equivoco

4.4.2. Estudio de variables de laboratorio

4.4.2.1. Anticuerpos anti-JC

La determinacién de los anticuerpos anti-JC en suero se realizé en el laboratorio
europeo de referencia (Unilabs) en Dinamarca. Cada centro se encargd del envio

periddico de las muestras de sus pacientes, como parte del seguimiento clinico de los
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mismos. La deteccidn de los anticuerpos se realizé mediante un ELISA doble (STRATIFY
JCV™ o STRATIFY JCV™ DxSelect™) previamente descrito (212), (224).

Para este estudio consideramos la determinacion de Ac obtenido en la fecha mas
préxima a la ultima visita registrada o, en caso de LMP, el valor mads reciente obtenido

previo a la aparicidn de la misma.

4.4.2.2. Cdlculo de los indices de Ac anti-JC

Los indices de Ac anti-JC se calcularon segun se ha descrito anteriormente (212), (224).
Para este estudio consideramos el titulo de Ac obtenido en la determinacion mas
préxima a la ultima visita registrada o, en caso de LMP, el valor mds reciente obtenido
previo a la aparicién de la misma. Los indices de Ac anti-JC se calculan dividiendo la
densidad éptica (DO) de las muestras de los pacientes por la DO del calibrador de
punto de corte que incluye el ELISA, de esta forma se normalizan los resultados
obtenidos en cada ensayo. Se considera positivo un indice de Ac anti-JC superior a
0.40, mientras que indices inferiores a 0.20 de Ac anti-JC se consideran negativos. Los
indices con valores intermedios entre 0.20-0.40 requirieron un test de confirmacién

(210).

4.4.2.3. Cdlculo de indices de IgG, IgM y albimina

Se realizdé usando las féormulas que se muestran a continuacién, segun lo descrito

previamente (103):

-indice de IgG= ([IgG LCR]/[IgG suero])/([Albumina LCR]/[Albimina suero])

-Indice de IgM= ([IgM LCR]/[IgM suero])/([Albumina LCR]/[Albimina suero])
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4.4.2.4. Método utilizado en la deteccién de bandas oligoclonales IgG

El estudio de bandas oligoclonales de IgG se realizd en base a un método de
isoelectroenfoque (IEF) e inmunodeteccion descrito previamente (75).

Brevemente, el gel de IEF se prepard con agarosa IEF (de muy baja electroenddsmosis)
al 1.2%, sorbitol al 10% y anfolinas 3-10 al 8% y 8-10.5 al 2%. Se estudiaron muestras
pareadas de LCR y suero de cada paciente de LCR. El suero se diluyd hasta alcanzar la
misma concentracion de IgG que el LCR. Tras realizar el IEF se transfirieron las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa y se bloqued la misma 30 minutos en
agitacion con 2% de leche en polvo desnatada diluida en suero salino. La
inmunodeteccién se realizdé con anti-IgG humana marcada con fosfatasa alcalina
diluida en 0.2% de leche desnatada en suero salino, durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion. Finalmente, la membrana se reveld con el sustrato de fosfatasa
alcalina (Nitro azul de tetrazolio (NBT) 1% y Bromo, cloro, indoleil fosfato (BCIP) 1%

diluidos en Tris 0.1M pH 9,7. (Figura 3).

S LCR S LCR
BOCG BOCG
Negativas Positivas

Figura 3. Ejemplo representativo de patrones de bandas oligoclonales IgG (BOCG) en

suero (S), y liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes neuroldgicos con EMRR
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4.4.2.5. Método utilizado en la detecciéon de bandas oligoclonales IgM

El estudio de BOC IgM se realizd mediante un método puesto a punto en nuestro
laboratorio (118). De igual manera que las BOCG, las BOCM se estudiaron mediante un
IEF seguido de la inmunodeteccién. El gel de IEF se prepard con agarosa IEF (de muy
baja electroenddsmosis) al 1.2%, sorbitol al 10% y anfolinas 5-8al 8% vy 4.2-4.9 al 1%. Se
estudiaron muestras pareadas de LCR y suero de cada paciente de LCR. El suero se
diluyé hasta alcanzar la misma concentracién de IgM que el LCR (reduciéndolas
previamente al IEF con DTT). Tras el IEF se transfirieron las proteinas a una membrana
de PDVF (activada con metanol los 15 minutos previos a la transferencia). Tras la
transferencia, se bloqued la membrana 30 minutos en agitacion con 2% de leche en
polvo desnatada en suero salino. La inmunodeteccion se realizé incubando la
membrana de PVDF durante toda la noche con el Ac anti-IgM biotinilado a 42C en
agitacion con una diluciéon 1/5000 en 0.2% de leche desnatada. Posteriormente, se
incubd dicha membrana con estreptavidina unida a fosfatasa alcalina durante una hora
a temperatura ambiente y se revelaron con el sustrato de fosfatasa alcalina (Nitro azul
de tetrazolio (NBT) 1% y Bromo, cloro, indoleil fosfato (BCIP) 1% diluidos en Tris 0.1M

pH 9,7. (Figura 4).

103



MATERIALES Y METODOS

i

S LCR S LCR
BOCM BOCM
Negativas Positivas

Figura 4 Ejemplo representativo de patrones de bandas oligoclonales IgM (BOCM) en

suero (S), y liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes neurolégicos con EMRR

4.4.2.6. Método para la deteccion de bandas oligoclonales IgM lipido-

especificas

La deteccion de BOC IgM lipido-especificas se realizé mediante un método puesto a
punto en nuestro laboratorio (78). La primera parte del ensayo es igual a la descrita en
el apartado anterior con la siguiente salvedad: se ensayan muestras triplicadas de LCR
de cada paciente. Una vez realizado el IEF, las proteinas se transfieren en el primer
caso a una membrana tapizada con una solucién de fosfatidilcolina (concentracion
20pg/ml) en PBS toda la noche en agitacién a 4°C y bloqueada 18 horas con una
solucién de Polypep al 3% en suero salino a 49C en agitacion. La segunda muestra
(control negativo), se transfiere a una membrana bloqueada con Polypep al 3% en

suero salino a 49C en agitacién. La ultima se transfiere a una membrana de
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nitrocelulosa sin procesamiento previo (control positivo). Para el bloqueo y revelado e

sigue el mismo protocolo descrito en el apartado anterior. (figura5).

-

BOCM BOCM-LE
totales  positiva
positivas frente a PC

Control
negativo

Figura 5 Ejemplo representativo de patrones de bandas oligoclonales IgM lipido-
especificas (BOCM-LE) en liquido cefalorraquideo (LCR) frente a fosfatidilcolina (PC) de

la mielina en pacientes neurolégicos con EMRR

4.5. ANALISIS ESTADISTICO
Para describir variables categdricas se usd la frecuencia absoluta y relativa. Para las

variables continuas se usé la media * desviacidn tipica o mediana * percentiles 25y 75.

Para evaluar la asociacién estadistica entre variable categéricas y la presencia de LMP
se utilizé Chi-cuadrado o test exacto de Fisher si la frecuencia esperada era menor de 5

en al menos un 20% de las casillas. Se estudio la normalidad de las distintas variables
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en los grupos de LMP y NO-LMP mediante el test Kolmogorov-Smirnov. Ninguna de las
variables estudiadas cumplia criterios de normalidad en el grupo LMP, por tanto, se
estudiaron las diferencias entre variables en los dos grupos (LMP/No LMP) usando el

test no paramétrico de U de Mann Whitney para variables continuas.

Para establecer el punto de corte mds adecuado para diferenciar los casos de LMP de
los pacientes LMP-negativos, se utilizaron curvas ROC en la edad de inicio de
natalizumab y la tasa de brotes previa al tratamiento (maximizando Ia
sensibilidad/especificidad y aproximando los puntos de corte a parametros facilmente

utilizables en la practica clinica diaria).

Para estimar el efecto de las variables en el riesgo de desarrollar LMP se utilizé
modelos de regresién logistica binaria, estimando los Odds Ratio y los intervalos de

confianza (IC) y la significacion para cada una de las variables.

Finalmente, se realizd un analisis multivariante incluyendo las variables con
significacidon estadistica en el analisis univariante. Se utilizé una estrategia hacia atras,
hasta establecer un modelo final con todas las variables con significacion estadistica

(modelo minimo).

Se generaron nomogramas que representan de forma grafica el peso de cada una de
las variables incluidas en el modelo final para predecir el desarrollo de LMP. Este
modelo, asigna un valor a cada variable y crea dos escalas paralelas una con la
puntuacion asignada y otra con el riesgo de LMP. Gracias a ello, con la puntuacién

asignada a cada paciente, podemos calcular de modo individual su riesgo de LMP.
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Debido al reclutamiento activo de pacientes con LMP, nuestra cohorte de pacientes
presentaba una tasa mas elevada de LMP que la descrita en la bibliografia (165), por
ello, creamos un factor de correccidn que nos permitiera ajustar nuestros resultados a
la realidad. Para determinar el riego de desarrollar LMP real de cada individuo y evitar
sobrestimaciones, su puntuacidon total se corrigidé mediante un factor obtenido
mediante la division: frecuencia de LMP descrita previamente en pacientes tratados
con NTZ (165) y frecuencia de LMP en pacientes tratados con NTZ de nuestras

cohortes.

Para el analisis estadistico utilizamos el paquete estadistico STATA v.15.1
(StataCorp.2014. College Statio, TX, USA). Se consideraron estadisticamente

significativos los valores de p menores a 0.05.
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RESULTADOS

5.1. ESTUDIO MULTICENTRICO DE FACTORES CLINICOS Y DE

LABORATORIO QUE SE ASOCIAN AL RIESGO DE LMP

Para la realizacion del estudio, se envid el proyecto al comité ejecutivo de BioMS y al

coordinador de la red espafiola de EM (REEM). Una vez aprobada su difusién por

ambas partes, se difundié a los hospitales pertenecientes a ambos consorcios.

Recibimos respuesta positiva de 36 hospitales (Tabla 5). Nuestro objetivo era la

inclusion de al menos 1000 pacientes tratados con NTZ. Se pidid a los centros que

incluyeran, a ser posible, todos sus casos de LMP, ya que dada su baja prevalencia era

necesario reclutar tantos pacientes como fuera posible para obtener una cohorte

representativa. Nos propusimos obtener datos de al menos 30 pacientes con LMP.

Tabla 5 Listado de centros participantes en el reclutamiento de pacientes

Centros participantes en el reclutamiento de pacientes

Numero de pacientes

Alemania (1 centro)

24 pacientes (2%)

Austria (1 centro)

119 pacientes (9.6%)

Dinamarca (1 centro)

5 pacientes (0.5%)

Italia (3 centros)

143 pacientes (11.5%)

Espafia (30 centros de 9 comunidades auténomas)

949 pacientes (76.5%)

Se anonimizaron todos los centros participantes y a cada centro se le asignd una

numeracion aleatoria. A partir de este momento nos referiremos a cada hospital con

dicho cddigo.
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Para la recogida de datos se disefid una base de datos en la que se establecieron dos

tipos de variables: Obligatorias y Optativas (Tablas 6y 7).

Tabla 6 Datos obligatorios

Datos obligatorios

Sexo

Edad al debut de la EM

Edad al inicio del tratamiento con EM

Tratamientos previos al NTZ (inmunosupresores o inmunomoduladores)

Tiempo de evolucidn de la enfermedad al inicio del tratamiento de NTZ

Serologia para el virus JC (Positivo/Negativo)

Titulo de Anticuerpos anti-JC

Numero de brotes totales antes de iniciar el tratamiento de NTZ

Grado de discapacidad al inicio del tratamiento de NTZ

Desarrollo de LMP

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva
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Tabla 7 Datos optativos

Datos de laboratorio optativos relativos a LCR

Numero de leucocitos en LCR

indice de 1gG

indice de IgM

Presencia de BOC IgG

Presencia de BOC IgM vy lipido-especificas

LCR: Liquido cefalorraquideo, BOC: Bandas oligoclonales

A partir de todos los datos recogidos se calcularon otra serie de variables (Tabla 8) que

también se incluyeron en la base de datos.

Tabla 8 Variables calculadas a partir de los datos recogidos en el estudio

Variables calculadas a partir de los datos recogidos

Edad del paciente en el primer brote

Edad del paciente al inicio del tratamiento de NTZ

Edad actual del paciente (en la ultima visita registrada).

Tiempo de evolucidn de la EM hasta el inicio del tratamiento de NTZ

Tiempo de evolucion total de la EM

Tiempo total de tratamiento de NTZ

MSSS

Tasa de brotes

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; MSSS: grado de discapacidad
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5.2. PRIMERA RONDA DE DEPURACION DE RESULTADOS

5.2.1. Datos obligatorios

Recibimos datos de un total de 1307 pacientes de los distintos centros participantes.
De estos, solamente 815 mostraban todos los registros obligatorios completos y
correctamente rellenados. En los 492 restantes observamos las incidencias que se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9 Pacientes con datos obligatorios incompletos

Pacientes con datos obligatorios incompletos

366 pacientes con datos incompletos (titulo de Ac anti-JC, tiempo de evolucidn de EM, etc.)

79 pacientes con errores tipograficos (en fechas, decimales, EDSS, etc.)

27 pacientes con datos clinicos incongruentes

20 pacientes con tratamiento de NTZ inferior a 1 afio

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; EDSS: grado de discapacidad

Los 20 pacientes con un tiempo de tratamiento con NTZ inferior a un afio no cumplian
los criterios de inclusidon del estudio. Se confirmé este dato con los centros de origen'y
se eliminaron estos pacientes del estudio (ninguno de ellos habia desarrollado LMP).
Para resolver el resto de las incidencias se escribié a los centros de origen de los

pacientes para completar, corregir y confirmar los datos enviados.
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5.2.2. Datos optativos

Los datos de LRC se habian cumplimentado en un nimero de pacientes muy inferior a

los cumplimentados en los datos obligatorios (Tabla 10).

Tabla 10 Pacientes con datos optativos

Pacientes con datos incompletos Pacientes con datos completos
587 pacientes sin datos de BOCG 700 pacientes con datos de BOCG
1026 pacientes sin datos de BOCM 161 pacientes con datos de BOCM

776 pacientes sin datos del N2 de leucocitos en LCR 511 pacientes con N2 de leucocitos en LCR

49 pacientes con datos incompletos de indices de IgG | 445 pacientes con datos de indices de IgG

26 pacientes con datos incompletos de indices de IgM | 165 pacientes con datos de indices de IgM

BOCG: Bandas oligoclonales IgG; BOCM: Bandas oligoclonales IgM; LCR: liquido

cefalorraquideo

Escribimos a los centros participantes para completar y verificar los valores de los
indices de 1gG e IgM, aunque muchos de los datos de laboratorio
incompletos/erréneos no se subsanaron. Detectamos que habia cierta confusion en los
centros de origen a la hora de aplicar las féormulas para el calculo de estos datos.
Tampoco disponian de los valores de IgG, I1gM y albumina en suero para que
pudiéramos calcularlos en el centro coordinador. Por tanto, para evitar sesgos en el

analisis de resultados eliminamos estas variables del estudio.
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Respecto al niumero de células en LCR y a las BOC de IgG e IgM pedimos a los centros

de origen que completaran estos resultados.

5.3. SEGUNDA RONDA DE DEPURACION DE RESULTADOS

5.3.1. Datos obligatorios
Obtuvimos datos clinicos completos correctos de 1049 pacientes, aunque faltaban 191
pacientes con datos por depurar (tabla 11), por lo que volvimos a escribir a los centros

de origen para corregirlos.

Tabla 11 Pacientes con datos obligatorios incompletos

Pacientes con datos obligatorios incompletos

152 pacientes con datos incompletos (titulo de Ac anti-JC, tratamientos previos, etc.)

22 pacientes con errores tipograficos (en fechas, decimales, EDSS, etc.)

17 pacientes con datos clinicos incongruentes (N2 brotes recogidos sélo en el afio previo)

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; EDSS: grado de discapacidad

Los errores tipograficos se corrigieron en gran medida respecto a la ronda anterior. Por
lo que, desde el centro coordinador mandamos una base de datos corregida de cada

uno de los centros para su validacion.
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5.3.2. Datos optativos

Se detectaron varios fallos en la recoleccion de los datos de laboratorio, por lo que se
escribié a los centros de origen de dichos pacientes para corregir y confirmar dichos
datos. Sélo aumentamos en 24 casos los pacientes con datos de BOCG y en ningun

caso el numero de pacientes con datos de BOCM.

Dado el interés que tenia el estudio de LCR se ofrecié a los centros con muestras
pareadas de LCR y suero congeladas a -802C la realizacidn de las BOCM-LE en el centro

coordinador (recibimos muestras de 119 pacientes para la realizacién de las mismas).

5.4. BASE DE DATOS FINAL

5.4.1. Datos obligatorios

Tras las rondas de depuracidn, se eliminaron un total de 69 pacientes (Tabla 12),
creando una base de datos que recogia los todos los datos completos de las variables
clinicas y epidemiolégicas de 1240 pacientes que cumplian todos los criterios de

inclusion del estudio. Treinta y cinco de ellos habian desarrollado LMP (Tabla13).
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Tabla 12 Pacientes eliminados de |la base de datos final

Pacientes eliminados de la base de datos final

20 pacientes con tratamiento de NTZ inferior a 1 afio en la primera ronda de resultados

17 pacientes con razén para la suspensién del tratamiento de NTZ no recogida

12 pacientes con EDSS no valorado/inconsistente

6 pacientes con numero de brotes no recogido/desconocido

5 pacientes con edad del primer brote desconocido (debut EM)

5 pacientes con tratamientos previos no recogidos/desconocidos

4 pacientes con fecha final del tratamiento de NTZ no recogido/ desconocido

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; EDSS: grado de discapacidad

Tabla 13 Numero total de pacientes aportados por cada hospital en la cohorte total.

Cddigo de Hospital | N2 pacientes totales | N2 pacientes que presentaron LMP
1 24 0
2 5 0
3 23 0
4 34 1
5 2 2
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6 151
7 94
8 9
9 1
10 2
11 9
12 11
13 5
14 10
15 1
16 35
17 73
18 16
19 2
20 65
21 9
22 17
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23 47
24 7

25 2

26 98
27 73
28 13
29 97
30 13
31 29
32 1

33 119
34 66
35 43
36 34

5.4.2. Datos optativos

Tras las rondas de depuracion, finalmente obtuvimos 756 pacientes con datos del

estudio de BOCG y 277 pacientes con datos del estudio de BOCM (Tabla 14).
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Unicamente conseguimos aumentar en 15 casos el dato correspondiente al nimero de
células en LCR (7 de ellos correspondieron a pacientes que desarrollaron LMP). Debido
a la gran confusién en la recogida de esta variable decidimos eliminarla del estudio
estadistico (aunque si realizamos un subandlisis de los datos recogidos y no se

observaban diferencias significativas entre los dos grupos).

Tabla 14 Pacientes con datos relativos a BOC

Pacientes con datos relativos a BOC

BOCG BOCM
Pacientes LMP 32 24
Numero de pacientes con datos de BOC
Pacientes no LMP 724 253
Pacientes LMP 3 11
Numero de pacientes sin datos de BOC
Pacientes no LMP 481 952

BOC: Bandas oligoclonales; BOCG: Bandas oligoclonales IgG; BOCM: Bandas oligoclonales IgM

Atendiendo a los pacientes que presentaban datos del estudio de BOCM (ya fueran
positivas o negativas en LCR), construimos una subcohorte para realizar el andlisis
estadistico que nos permitiera confirmar el papel de las bandas oligoclonales IgM
lipido-especificas frente a la aparicion de LMP en pacientes con EM tratados con

Natalizumab.

De todos los pacientes con estudio de BOCM que desarrollaron LMP, Unicamente un

paciente presenté BOCM-LE positivas en LCR.
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RESULTADOS

5.5.1. Analisis univariante en la cohorte total de pacientes

5.5.1.1. Comparacién de grupos

A continuacién, estudiamos las variables continlas incluidas en el estudio. Los

resultados se muestran en la tabla 15.

Tabla 15 Variables continlas analizadas en la cohorte total de pacientes y significaciéon

estadistica

Variables contintas analizadas en la cohorte total de pacientes

LMP No LMP
p
(n=35) (n=1205)
Edad al primer brote (afos) 30.0949.51 [ 28.16+8.68| 0.33
Edad al inicio de NTZ (afios) 41.28+8.92 |36.49+9.39| 0.004
Tiempo evolucién de EM al inicio de NTZ (afios) | 11.19+7.45 | 8.33+6.30 0.02
Duracién del tratamiento de NTZ (afios) 3.45+1.53 | 3.77+2.12 0.77
EDSS al inicio del tratamiento de NTZ 3.31+1.43 | 3.22+1.61 0.68
MSSS al inicio del tratamiento de NTZ 4.28+2.53 | 4.78+2.44 0.24
Tasa de brotes antes del tratamiento de NTZ 0.76+0.95 | 1.36+1.44 | <0.0001
indice de anticuerpos Anti-JC 2.17+1.21 | 0.86+1.12 | <0.0001

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; EDSS y MSSS: grado de discapacidad: JC: Virus John

Cunningham
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Obtuvimos diferencias significativas en la edad, el tiempo de evolucién y el indice de
anticuerpos Anti-JC al inicio del tratamiento con Natalizumab, y en la tasa de brotes

previa a este tratamiento (Figura 6).

p=0.004
p<0.0001 —— 707
604

504
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Tasa de brotes
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L — =

LmMP No LMP

Edad al inicio del tratamiento con NTZ

LmpP No LMP

0002 p<0.0001

401 51
304

204

Titulo de Ac anti-JC

LMP No LMP

Tiempo de evolucién EM al inicio con NTZ

LmMpP No LMP

Figura 6 Representacion grafica de las diferencias significativas obtenidas en la
comparacion entre grupos. NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; LMP:

Leucoencefalopatia multifocal progresiva; JC: Virus John Cunningham
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A continuacion, estudiamos las variables categoricas. Los resultados se muestran en la

tabla 16

Tabla 16 Variables categdricas analizadas en la cohorte total de pacientes y

significacion estadistica

Variables categoricas analizadas en la cohorte total de pacientes

LMP No LMP p
(n=35) (n=1205)

Sexo (Masculino/Femenino) 16/19 358/847 0.046
Inmunosupresion previa (si/no) 7/28 139/1066 0.13
Anticuerpos Anti-JC (pos/neg) 32/2 844/331 0.004

BOCG (pos/neg) 30/2 651/73 0.48

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple, BOCG: bandas oligoclonales 1gG

Observamos un predominio del sexo masculino en los casos de LMP, si bien las
diferencias no eran muy notables. Ademas, habia un claro aumento de pacientes con
anticuerpos anti-JC positivos en la LMP, como ya se describié en otros estudios (225).

No encontramos diferencias significativas en el resto de variables estudiadas.

A continuacidn, establecimos el punto de corte mas adecuado en la edad de inicio de

Natalizumab, tiempo de evolucion de la enfermedad al inicio de Natalizumab y la tasa

de brotes previa mediante curvas ROC (Figura 7).
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Edad al inicio Tiempo EM al
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brote < 0.5
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77.04% 82.82% 66.72%

Figura 7 Curvas ROC empleadas en el cdlculo de los puntos de corte en las variables

continuas. En la tabla se muestran la sensibilidad/especificidad para cada punto de

corte.

En el caso de los titulos de Ac anti virus JC, establecimos dos puntos de corte (0.9 y 1.5)

en base a lo descrito previamente en la literatura (210).

Ademads, aunque no habiamos obtenido diferencias significativas en las variables que

median el grado de discapacidad (EDSS y MSSS), realizamos un estudio empirico

usando los puntos de corte mds ampliamente usados en estudios clinicos, (EDSS y

MSSS de tres y seis) (226).
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5.5.1.2. Anadlisis univariante

RESULTADOS

En el analisis univariante, determinamos las variables que podrian ser utiles para

predecir un mayor riesgo de LMP. Los resultados se muestran en la tabla 17.

Tabla 17 Variables estudiadas en el analisis univariante.

Analisis univariante

Odds Ratio 95% IC p
Edad de inicio NTZ>45 afios 3.20 1.60-6.39 0.001
Duracién de la EM al inicio de NTZ>10 afios 2.37 1.21-4.66 0.012
Duracion del tratamiento de NTZ>2 afios 1.02 0.46-2.27 0.96
Duracion del tratamiento de NTZ>3 afios 1.25 0.63-2.48 0.53
Duracion del tratamiento de NTZ>4 afios 0.99 0.43-1.98 0.97
Duracion del tratamiento de NTZ>5 afios 0.43 0.15-1.23 0.12
Ac anti JC positivos 6.27 1.50-26.33 0.012
Niveles Ac Anti JC 20.9 18.29 5.46-61.19 <0.001
Niveles Ac Anti JC 21.5 8.58 3.59-20.54 <0.001
EDSS al inicio de NTZ >3 1.33 0.66-2.66 0.42
EDSS al inicio de NTZ 26 0.87 0.26-2.88 0.82
MSSS al inicio de NTZ<3 2.25 1.14-4.43 0.019
MSSS al inicio de NTZ<6 0.95 0.47-1.94 0.90
Tasa de brote antes del inicio de NTZ <0.5 4.47 2.26-8.86 <0.001
Sexo masculino 1.99 1.06-4.17 0.046

NTZ: Natalizumab, EM: Esclerosis multiple, BOCG: bandas oligoclonales IgG; Cl: Intervalo de confianza. Ac:

Anticuerpo
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RESULTADOS

A continuacién, se representan las variables cuyo analisis estadistico presentd

diferencias significativas.

Mas del 40% de los pacientes con LMP tenian una edad mayor de 45 afios al inicio del

tratamiento con NTZ. Esto sélo se observd en el 17% de los pacientes que no

desarrollaron LMP. (Figura 8).

100+ p=0.001

B Lmp
[J NOLMP
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20+

<45 anos >45 anos <45anos >45 afnos

OR=3.2; 1C=1.6-6.4

Figura 8 Representacion grafica de las diferencias en la edad al inicio de Natalizumab

(NTZ), LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva, OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de

confianza
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RESULTADOS

La tasa de brotes antes del inicio de NTZ era mayor de 0.5 en alrededor del 80% de los

pacientes que no desarrollaron LMP. Este porcentaje bajaba al 43% en los pacientes

que hicieron LMP. (Figura 9).

p<0.001
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TB<0.5 TB>0.5 TB<0.5 TB>0.5

OR=4.47;, 1C=2.3-8.8

Figura 9 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en la
tasa de brote mayor a 0.5 al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de la

cohorte total. LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva; OR: Odds Ratio; IC:

Intervalo de confianza
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RESULTADOS

La positividad de los Ac anti-JC antes del inicio del tratamiento con NTZ de los
pacientes que no desarrollaron LMP alcanzé el 72%, mientras que el 94% de los

pacientes que desarrollé LMP presentd Ac anti-JC positivos. (Figura 10).
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OR=6.3, IC=1.5-26.3

Figura 10 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en la
positividad para Ac anti-JC al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de la
cohorte total. Ac: Anticuerpo; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva; OR:

Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza; JC: Virus John Cunningham
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RESULTADOS

El 98% de los pacientes que desarrolld LMP, presenté un titulo de los Ac anti-JC
superior a 0.9 antes del inicio del tratamiento con NTZ, mientras que sélo el 38% de los

pacientes que no desarrollaron LMP presentd un titulo de los Ac anti-JC superior a 0.9.

(Figura 11).
p<0.001
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Figura 11 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en el
titulo de los Ac anti-JC mayores a 0.9 al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes
de la cohorte total. LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva; OR: Odds Ratio; IC:

Intervalo de confianza; JC: Anticuerpo frente al virus John Cunningham
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RESULTADOS

El 78% de los pacientes que desarrolld LMP, presenté un titulo de los Ac anti-JC
superior a 1.5 antes del inicio del tratamiento con NTZ, mientras que sélo el 32% de los

pacientes que no desarrollaron LMP presentd un titulo de los Ac anti-JC superior a 1.5.

(Figura 12).
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Figura 12 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en el
titulo de los Ac anti-JC mayores a 1.5 al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes
de la cohorte total. LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva; OR: Odds Ratio; IC:

Intervalo de confianza; JC: Anticuerpo frente al virus John Cunningham
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RESULTADOS

El tiempo de evolucion de la EM antes del inicio del tratamiento con NTZ superd los 10
afos en el 33% de los pacientes que no desarrollaron LMP, mientras que el 54 % de los
pacientes que desarrollé LMP superd los 10 afios de evolucion de la enfermedad al

inicio del tratamiento. (Figura 13).
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Figura 13 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en el
tiempo de evolucién de la EM al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de la
cohorte total. NTZ: Natalizumab; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva; OR:
Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza; EM: tiempo de evolucién de la esclerosis

multiple; a: afios
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RESULTADOS

El 46% de los pacientes que desarrollaron LMP presentaron un MSSS menor de 3 antes

del inicio del tratamiento con NTZ, mientras que en los pacientes que no desarrollaron

LMP sélo el 27% presenté el MSSS menor de 3. (Figura 14).

p=0.019
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OR=2.3; 1C=1.1-4.4

Figura 14 Representacion de las diferencias estadisticamente significativas en el MSSS
al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de la cohorte total. MSSS: escala de

discapacidad; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva;, OR: Odds Ratio; IC:

Intervalo de confianza.
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RESULTADOS

Este andlisis nos permitido definir qué variables de las estudiadas se asocian al

desarrollo de LMP durante el tratamiento con NTZ. En la tabla 18 se muestra el

resumen de las variables relevantes de mayor a menor significacion estadistica.

Tabla 18 Resumen de las variables relevantes en el desarrollo de LMP en el andlisis

univariante en la cohorte total de pacientes

Resumen de las variables relevantes en el desarrollo de LMP

Odds Ratio IC p
Ac anti JC 20.9 18.29 5.5-61.2 | <0.001
Titulo de Ac anti-JC

Ac anti JC21.5 8.58 3.6-20.5 | <0.001

Tasa de brote < 0.5 4.47 2.2-8.9 <0.001

Edad al inicio NTZ245 afios 3.20 1.6-6.4 0.001

Duracion EM 210 aiios antes del inicio NTZ 2.37 1.2-4.7 0.012
MSSS <3 2.25 1.1-4.4 0.019

Positividad para Ac anti-JC 6.27 1.5-26.3 0.012

Sexo masculino 1.99 1.06-4.17 | 0.046

Ac: Anticuerpo; MSSS: escala de discapacidad; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva;

NTZ: Natalizumab
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RESULTADOS

5.5.2. Analisis univariante en la cohorte de pacientes con estudio de BOCM

5.5.2.1. Comparacién de grupos

En el analisis univariante de la cohorte de pacientes que presentaban datos de BOCM,

obtuvimos diferencias significativas en las siguientes variables continuas (tabla 19) y

categodricas (tabla 20).

Tabla 19 Variables contintas analizadas en la cohorte de pacientes con BOCM vy

significacidon estadistica

Variables contintias analizadas en la cohorte de pacientes con BOCM

LMP (n=24) | NO LMP (n=253) p
Edad al primer brote (afios) 31.1349.55 28.09+8.41 0.14
Duracion de EM al inicio de NTZ (aios) 12.71+7.82 6.72+5.70 0.0002
Edad al inicio del tratamiento de NTZ (afios) | 43.84+8.73 34.81+8.90 <0.0001
Duracién del tratamiento de NTZ (afios) 3.31+1.57 3.47+2.03 0.82
EDSS al inicio del tratamiento de NTZ 3.58+1.40 3.07+1.57 0.07
MSSS al inicio del tratamiento con NTZ 4.42+2.56 5.09+2.39 0.23
Tasa de brote al inicio NTZ 0.59+0.52 1.57+1.68 <0.0001
Titulo de Ac Anti-JC 1.94+1.30 0.98+1.14 0.0047

Ac: Anticuerpo; EDSS y MSSS: escala de discapacidad; LMP: Leucoencefalopatia multifocal

progresiva; NTZ: Natalizumab
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RESULTADOS

De nuevo obtuvimos diferencias significativas en la edad, el tiempo de evolucién de
EM, el indice de anticuerpos Anti-JC al inicio del tratamiento con natalizumab y en la

tasa de brotes previa a este tratamiento (Figura 15).
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Figura 15 Representacion grafica de las diferencias significativas obtenidas en la
comparacion entre grupos en la cohorte de pacientes con estudio de BOCM. NTZ:
Natalizumab, EM: Esclerosis multiple; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva;

JC: Virus John Cunningham

136



RESULTADOS

Tabla 20 Variables categdricas analizadas en la cohorte de pacientes con BOCM y

significacion estadistica

Variables categdricas analizadas en la cohorte de pacientes con BOCM

LMP NO LMP
(n=24) (n=253) P
Sexo (Masculino/Femenino) 10/14 78/175 0.28
Inmunosupresion previa (Si/No) 5/19 34/219 0.32
Ac Anti-JC (positivos/negativos) 21/2 162/87 0.010
BOCG (positivas/negativas) 22/2 234/19 0.88
BOCM-LE(positivas/negativas) 1/23 162/91 <0.0001

Ac: Anticuerpos; MSSS: escala de discapacidad; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva;

BOCG: bandas oligoclonales IgG, BOCM-LE: bandas oligoclonales IgM lipido-especificas

5.5.2.2. Andlisis univariante

A continuacién, se detallan las variables estudiadas y su significacién estadistica (tabla

21).
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Tabla 21 Variables estudiadas

RESULTADOS

Anadlisis univariante en cohorte de pacientes con BOCM

Odds Ratio 95% IC p
BOCM-LE negativas 40.94 5.44-308.20 <0.001
Sexo masculino 1.60 0.68-3.77 0.28
Edad de inicio de NTZ245 afios 7.36 3.06-17.72 <0.001
Duracion de la EM al inicio de NTZ210 afios 4.60 1.94-10.90 0.001
Duracion del tratamiento de NTZ>2 afios 1.69 0.61-4.70 0.31
Duracion del tratamiento de NTZ>3 afios 1.29 0.56-2.99 0.55
Duracion del tratamiento de NTZ>4 afios 0.91 0.36-2.27 0.84
Duracion del tratamiento de NTZ>5 afios 0.41 0.09-1.80 0.24
Ac anti JC positivos 5.64 1.29-24.61 0.021
Niveles Ac Anti JC 20.9 9.08 2.54-32.45 0.001
Niveles Ac Anti JC 21.5 4.78 1.71-13.33 0.003
EDSS al inicio de NTZ 23 2.33 0.94-5.82 0.07
EDSS al inicio de NTZ 26 0.76 0.17-3.42 0.72
MSSS al inicio de NTZ<3 2.25 0.95-5.32 0.06
MSSS al inicio de NTZ<6 0.86 0.35-2.09 0.74
Tasa de brote antes del inicio de NTZ <0.5 6.77 2.80-16.35 <0.001
Inmunosupresidn previa 1.70 0.59-4.84 0.32

Ac: Anticuerpos; MSSS y EDSS: escala de discapacidad; LMP: Leucoencefalopatia multifocal

progresiva; BOCM-LE: bandas oligoclonales IgM lipido-especificas; Cl: intervalo de confianza
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RESULTADOS

A continuacién, detallaremos las variables cuyo andlisis estadistico presenté

diferencias significativas.

De manera similar a la cohorte global, sélo el 14% de los pacientes que no
desarrollaron LMP presentaron una edad de inicio del tratamiento con NTZ superior a
los 45 aiios, mientras que el 57% de los pacientes que desarrollé LMP en los pacientes

con estudio de BOCM superd esta edad al inicio del tratamiento. (Figura 16).
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Figura 16 Representacioén grafica de las diferencias estadisticamente significativas en la
edad mayor a 45 afios al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de la cohorte
de pacientes con estudio de BOCM. LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva;

NTZ: Natalizumab; a: aflos; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianza
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RESULTADOS

El 81% de los pacientes que no desarrollaron LMP, presentaron una tasa de brote total
antes del inicio del tratamiento con NTZ mayor de 0.5, es decir, mas de 2 brotes/afio.

Sélo el 38% de los pacientes que desarrollé LMP superé la tasa de brote de 0.5. (Figura

17).
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Figura 17 Representacioén grafica de las diferencias estadisticamente significativas en la
tasa de brote menor a 0.5 inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de la cohorte
de pacientes con estudio de BOCM. LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva;

OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianza; TB: Tasa de brote
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RESULTADOS

El 91% de los pacientes que desarrollaron LMP presentaron positividad de los Ac anti-
JC antes del inicio del tratamiento con NTZ, mientras que este porcentaje bajaba al

65% en los pacientes que no desarrollaron LMP. (Figura 18).
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Figura 18 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en la
positividad de Ac anti JC al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de la
cohorte de pacientes con estudio de BOCM. LMP: Leucoencefalopatia multifocal
progresiva; JC: Anticuerpos anti-JC; -: negativo; +: positivos; OR: Odds Ratio; IC:

intervalo de confianza

En nuestro estudio la tasa de seroconversion fue del 4.1% si consideramos el

positivizar los anticuerpos, pero sélo la mitad de ellos presentaron un indice superior a

0.9.

141



RESULTADOS

El 93% de pacientes que desarrolld LMP presenté un titulo de los Ac anti-JC superior a
0.9 antes del inicio del tratamiento con NTZ, mientras que sélo el 41% de los pacientes

que no desarrollaron LMP presento este titulo de Ac anti-JC. (Figura 19).
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Figura 19 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en el
titulo de Ac anti-JC mayores a 0.9 al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de
la cohorte de pacientes con estudio de BOCM. LMP: Leucoencefalopatia multifocal

progresiva; JC: Anticuerpos anti-JC; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianza
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RESULTADOS

El 71% de pacientes que desarrolld LMP presenté un titulo de los Ac anti-JC superior a
1.5 antes del inicio del tratamiento con NTZ, mientras que sélo el 35% de los pacientes

que no desarrollaron LMP presento este titulo de Ac anti-JC. (Figura 20).
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Figura 20 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en el
titulo de Ac anti-JC mayores a 1.5 al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de
la cohorte de pacientes con estudio de BOCM. LMP: Leucoencefalopatia multifocal

progresiva; Ac: Anticuerpos; JC: Anticuerpos anti-JC; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de

confianza
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RESULTADOS

El 61% de los pacientes que desarrollaron LMP, presentaron un tiempo de evolucién
de la EM antes del inicio del tratamiento con NTZ superior a los 10 afios, mientras que
sOlo superaban este tiempo de evolucion de la enfermedad el 23% de los pacientes

que no desarrollaron LMP. (Figura 21).
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Figura 21 Representacion grafica de las diferencias estadisticamente significativas en el
tiempo de evolucién de la EM superior a 10 afios al inicio del tratamiento con NTZ en
los pacientes de la cohorte de pacientes con estudio de BOCM. LMP:
Leucoencefalopatia multifocal progresiva; NTZ: Natalizumab; OR: Odds Ratio; IC:

intervalo de confianza; EM: Tiempo de evolucidn de la esclerosis multiple; a: afios.
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RESULTADOS

El 96% de los pacientes que desarrollaron LMP presentaron BOCM-LE negativas en LCR
antes del inicio del tratamiento con NTZ, mientras que sélo el 36% de los pacientes que
no desarrollaron LMP presenté BOCM-LE negativas (y mas del 60% de los pacientes

gue no desarrollaron LMP presentaron BOCM-LE positivas en LCR). (Figura22).
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Figura 22 Representacidn grafica de las diferencias estadisticamente significativas en la
positividad para BOCM-LE en LCR al inicio del tratamiento con NTZ en los pacientes de
la cohorte de pacientes con estudio de BOCM. LMP: Leucoencefalopatia multifocal
progresiva; BOCM-LE: bandas oligoclonales IgM lipido-especificas; OR: Odds Ratio; IC:

intervalo de confianza: +: positivas; -: negativas.

145



RESULTADOS

Las variables que se asocian al desarrollo de LMP durante el tratamiento con NTZ son
las mismas que en la cohorte total de pacientes con la excepcidn del sexo masculino
(posiblemente por la n mas baja) y la inclusién de las BOCM, que fue la variable que se
relaciond mas estrechamente con el riesgo de LMP. En la tabla 22 se muestra el

resumen de las variables relevantes de mayor a menor significacion estadistica.

Tabla 22 Resumen de las variables relevantes en el desarrollo de LMP en el andlisis

univariante de la cohorte de pacientes con estudio de BOCM

Variables relevantes en el desarrollo de LMP en cohorte con estudio de BOCM

Odds Ratio IC p
BOCM-LE negativas 40.94 5.4-308 <0.001
Niveles Ac Anti JC 20.9 9.08 2.5-325 0.001
Niveles Ac Anti JC 21.5 4.78 1.7-13.3 0.0094
Ac anti JC positivos 5.64 1.3-24.6 0.0096
Tasa de brote antes del inicio de NTZ <0.5 6.77 2.8-16 <0.001
Edad de inicio NTZ>45 afios 7.36 3.1-17.7 <0.001
Duracion de la EM al inicio de NTZ>10 afios 4.60 1.9-11 0.003

Ac: Anticuerpos; MSSS: escala de discapacidad; LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva;

BOCG: bandas oligoclonales 1gG, BOCM-LE: bandas oligoclonales IgM lipido-especificas
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RESULTADOS

5.5.3. Analisis multivariante en la cohorte total

Actualmente los modelos multivariantes de regresiéon son una de las partes mas
importantes en la investigacién clinica para la creaciéon de puntuaciones fiables con
fines prondsticos. Considerando una capacidad pronostica del test buena con un ABC

0.75-0.89 y una capacidad pronostica del test muy buena con un ABC 0.90-0.97 (227).

Basandonos en los resultados del andlisis univariante, desarrollamos tres analisis

multivariantes diferentes segun la clasificacion de los anticuerpos anti-JC.

Primeramente, incluimos todas las variables estadisticamente significativas y los
anticuerpos anti-JC clasificados segun los resultados positivos o negativos. En el
modelo minimo, detectamos que las variables que influyen positivamente en el
desarrollo de LMP fueron las que se muestran en la Tabla 23. Con este modelo

minimo, el ABC ROC resultd de 0.78 (Figura 23).

Tabla 23 Modelo minimo cuando se consideran los Ac anti-JC como

positivos/negativos

Modelo minimo cuando se consideran los Ac anti-JC como positivos/negativos

Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% p

Ac anti-JC (positivos) 6.04 1.43-25.53 0.014
Tasa de brote al inicio de NTZ<0.5 4.25 2.08-8.69 <0.001
Edad al inicio de NTZ >45 afios 2.33 1.13-4.80 0.022

Area bajo la curva ROC: 0.78

Ac: Anticuerpos; NTZ: Natalizumab
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1.00- e

0.75-] gL

Sensibilidad  0.50 /

ABC =0.78
0.25 /

0.00- ¢

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Especificidad

Figura 23 Curva ROC del modelo minimo cuando se consideran los Ac anti-JC como

positivos/negativos. ABC: Area bajo la curva ROC.

En el segundo analisis multivariante incluimos el titulo de anti-JC con el punto de corte
0.9. En el modelo minimo, detectamos que las variables que influyen positivamente en
el desarrollo de LMP fueron las que se muestran en la Tabla 24. Con este modelo

minimo, el ABC ROC resultd de 0.85 (Figura 24).
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Tabla 24 Modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC con punto de

corte 0.9

Modelo minimo cuando se considera el titulo de Ac anti-JC con un punto de corte 0.9

Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% p
Ac Anti JC con titulo 20.9 18.72 5.56-63.02 <0.001
Tasa de brote antes del inicio de NTZ<0.5 4.66 2.10-10.35 <0.001
Area bajo la curva ROC: 0.85
Ac: Anticuerpos; NTZ: Natalizumab
1.004 e
Y
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Figura 24 Curva ROC del modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC

con punto de corte 0.9. ABC: Area bajo la curva ROC.
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Por ultimo, realizamos el analisis multivariante incluyendo el titulo Ac anti-JC con el
punto de corte de 1.5. En el modelo minimo, detectamos que las variables que influyen
positivamente en el desarrollo de LMP fueron las que se muestran en la Tabla 25. Con

este modelo minimo, el ABC ROC resulté de 0.84 (Figura 25).

Tabla 25 Modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC con punto de

corte 1.5

Modelo minimo cuando se considera el titulo de Ac anti-JC con un punto de corte 1.5

Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% p
Ac anti-JC con titulo21.5 7.85 3.25-19.00 <0.001
Tasa de brote al inicio de NTZ<0.5 3.73 1.67-8.34 0.001
Edad al inicio de NTZ 245 afios 2.31 1.01-5.28 0.048

Area bajo la curva ROC: 0.84

Ac: Anticuerpos; NTZ: Natalizumab
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Figura 25 Curva ROC del modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC

con punto de corte 1.5. ABC: Area bajo la curva ROC.

5.5.3.1. Nomograma cohorte total

Con el segundo analisis multivariante que contemplaba el titulo de Ac anti-JC con un

punto de corte 0.9 (tabla 24) realizamos un nomograma para determinar el peso de

cada una de las variables en el riesgo de desarrollar LMP (Figura 26).

En este nomograma ajustamos el riesgo de LMP mediante un factor de correccién que

obtuvimos de calcular la ratio entre el nimero de casos de LMP por cada 1000

pacientes reportados tras la comercializacién del NTZ (4.16%o) y en nuestra cohorte

total de pacientes (28%o).
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Nomograma de la cohorte total

Tasa de
brote >0.5 L ]
SI NO

Titulo Ac

I |
anti-JC>0.9 NO .

0 1 2 3 4 5 6 7 8 B - .

Puntuacién

Prob %o 730 075 15 75 15 o

T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12 13 14 15 16

Puntuacion total

Figura 26 Nomograma realizado con la cohorte total considerando el titulo de Ac anti-
JC para discriminar las diferencias. Permite determinar la probabilidad tedrica de
desarrollar LMP mediante la puntuacion total obtenida segun el titulo de Ac anti-JCy la

tasa de brote. Ac: Anticuerpos

El modelo asignd una puntuacion de 5 a la tasa de brotes menor de 0.5 y de 10 a un
indice de anticuerpos anti JC superior a 0.9. Cuando ambos factores se dan en un
paciente, el riesgo de LMP se obtiene al cotejar la puntuacién obtenida en la escala de
riesgo. Los pacientes con un titulo de Ac anti-JC menor de 0.9 previo al tratamiento
con NTZ y una tasa de brotes superior a 0.5, presentaban un riego de desarrollar LMP
menor del 0.3%o. Si la tasa de brotes previa al inicio del tratamiento con NTZ era

menor de 0.5 previo, el riesgo de desarrollar LMP se incrementaba hasta el 1.5%o.
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Ademas, si el titulo de Ac anti-JC era superior a 0.9, el riesgo de desarrollar LMP de
manera secundaria al tratamiento con NTZ aumentaba hasta el 2%. Todos estos
porcentajes de riesgo resultaron independientes del tiempo de tratamiento con NTZ o
de si los pacientes habian recibido tratamientos inmunosupresores previamente al

tratamiento con NTZ.

5.5.3.2. Ejemplo del uso del nomograma con un caso clinico real

A continuacion, describiremos un ejemplo del uso del nomograma con un supuesto
clinico: paciente varén de 32 afios, que fue diagnosticado de EM con 27 afios, con un
EDSS de 1.5 y un indice de Ac anti-JC de 0.7. Ha tenido un brote en el ultimo afio, dos
en total desde el inicio de la enfermedad (tasa de brotes=0.4). Para valorar el riesgo
estimado de LMP antes del inicio de tratamiento con NTZ, interpolamos los datos en el

nomograma de la siguiente manera:

Nomograma de la cohorte total

- Tasa de brotes > 0.5: NO - puntuacidn 5  resade ,

brote>05 TTTTTTTT T T T T T TTITT

-Titulo Ac anti-JC> 0.9: NO > puntuacion 0 ™" [« |
anti-JC>0.9 NO o

-Puntuacién total (5+0): 5

Prob%e o35 775 75 75 3 %
e
0 1 2 3 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16

Puntuacién total

Si cotejamos la puntuacion total (5) en la barra de probabilidad, obtendremos una

probabilidad de LMP de 1.5%o para este paciente.
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5.5.4. Analisis multivariante de la cohorte con estudio de BOCM
Basandonos en los resultados del andlisis univariante de la cohorte de pacientes que
tuvieran realizado el estudio de BOCM, desarrollamos tres analisis multivariantes

diferentes segun la clasificacion de los anticuerpos anti-JC.

Primeramente, incluimos los todas las variables estadisticamente significativas y los

anticuerpos anti-JC clasificados segun los resultados positivos o negativos.

En el modelo minimo, detectamos que las variables que influyen positivamente en el
desarrollo de LMP fueron las que se muestran en la Tabla 26. Con este modelo

minimo, el ABC ROC resultd de 0.90 (Figura 27).

Tabla 26 Modelo minimo cuando se consideran los Ac anti-JC como

positivos/negativos

Modelo minimo cuando se consideran los Ac anti-JC como positivos/negativos

Intervalo de
Odds Ratio p
confianza 95%

BOCM-LE negativas 30.44 3.94-234.91 <0.001
Edad al inicio de NTZ >45 afios 4.80 1.76-13.14 0.002
Tasa de brote al inicio de NTZ <0.5 3.21 1.19-8.66 0.022

Area bajo la curva ROC: 0.90

NTZ: Natalizumab, BOCM-LE: bandas oligoclonales IgM lipido-especificas
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Figura 27 Curva ROC del modelo minimo cuando se consideran los Ac anti-JC como

positivos/negativos. ABC: Area bajo la curva ROC.

En el segundo andlisis multivariante incluimos el titulo de anti-JC con el punto de corte
0.9. En el modelo minimo, detectamos que las variables que influyen positivamente en
el desarrollo de LMP fueron las que se muestran en la Tabla 27. Con este modelo

minimo, el ABC ROC resultd de 0.92 (Figura 28).
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Tabla 27 Modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC con punto de

corte 0.9

Modelo minimo cuando se considera el titulo de Ac anti-JC con un punto de corte 0.9

Odds
Intervalo de confianza 95% p
Ratio
BOCM-LE negativas 26.83 3.33-216.29 0.002
Edad al inicio de NTZ >45 afos 6.74 2.00-22.73 0.002
Titulo de Ac anti-JC >0.9 6.52 1.64-25.85 0.008

Area bajo la curva ROC: 0.92

NTZ: Natalizumab, BOCM-LE: bandas oligoclonales IgM lipido-especificas; Ac: Anticuerpos

1.00 e o . L]

0.75-|

Sensibilidad 0.50- ¢

ABC=0.92
0.25

0.00-| e

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1-Especificidad

Figura 28 Curva ROC del modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC

con punto de corte 0.9. ABC: Area bajo la curva ROC.
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Por ultimo, realizamos el analisis multivariante incluyendo el titulo Ac anti-JC con el

punto de corte 1.5. En el modelo minimo, detectamos que las variables que influyen

positivamente en el desarrollo de LMP fueron las que se muestran en la Tabla 28. Con

este modelo minimo, el ABC ROC resulté de 0.92 (Figura 29).

Tabla 28 Modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC con punto de

corte 1.5

Modelo minimo cuando se considera el titulo de Ac anti-JC con un punto de corte 1.5

Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% p
BOCM-LE negativas 31.18 3.81-255.16 0.001
Edad al inicio de NTZ 245 afios 8.85 2.64-29.60 <0.001
Titulo de Ac anti-JC 21.5 4.38 1.33-14.43 0.015

Area bajo la curva ROC: 0.92

NTZ: Natalizumab, BOCM-LE: bandas oligoclonales IgM lipido-especificas; Ac: Anticuerpos
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Figura 29 Curva ROC del modelo minimo cuando se consideran el titulo de Ac anti-JC

con punto de corte 1.5. ABC: Area bajo la curva ROC.

5.5.4.1. Nomograma cohorte con estudio de BOCM

Con el segundo analisis multivariante que contemplaba el titulo de Ac anti-JC con un
punto de corte 0.9 (tabla 27) realizamos un nomograma que nos permitiera
determinar el peso de cada una de las variables al riesgo de desarrollar LMP de manera
secundaria al tratamiento con NTZ en la cohorte de pacientes con estudio de BOCM

(Figura 30).
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En este nomograma ajustamos el riesgo de desarrollar LMP mediante un factor de
correccidon que obtuvimos de calcular la ratio entre el niumero de casos de LMP por
cada 1000 pacientes reportados tras la comercializacion del NTZ (4.16%o) y en nuestra

cohorte de pacientes con estudio de BOCM (87%o).

Nomograma de la cohorte de paciente con estudio de BOCM

BOCM-LE L I
SI NO
Titulo Ac
e e e |
anti-JC>0.9 NO |
Edad al ) |
inicio NO S|
NTZ>45a
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Puntuacion
Prob%o 01 0.25 05 25 5.0 100 150 200 250 300 350

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Puntuacidn total
Figura 30 Nomograma realizado con la cohorte de pacientes con estudio de BOCM
considerando el titulo de Ac anti-JC para discriminar las diferencias. Permite
determinar la probabilidad tedrica de desarrollar LMP mediante la puntuacién total

obtenida segun el titulo de Ac anti-JC, la positividad de BOCM-LE y la edad al inicio del

tratamiento con NTZ
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El modelo asignd una puntuacién de 10 a los pacientes con BOCM-LE negativas,
puntuacion de 6 a un indice de anticuerpos anti-JC superior a 0.9 y puntuacién de 6 si
la edad de inicio al tratamiento era superior a 45 afios. Cuando los tres factores se dan
en un paciente el riesgo de LMP se obtiene al cotejar la puntuacién obtenida en Ila
escala de riesgo. Los pacientes con un titulo de Ac anti-JC menor de 0.9 previo al
tratamiento con NTZ, BOCM-LE positivas en LCR y una edad de inicio al tratamiento
inferior a 45 afios, presentaban un riego de desarrollar LMP menor del 0.1%.. Mientras
que si el titulo de Ac anti-JC era superior a 0.9 o eran mayores de 45 afos al inicio del
tratamiento con NTZ, el riesgo de desarrollar LMP de manera secundaria al
tratamiento aumentaba hasta el 0.5%o. Si se cumplian ambas condiciones (titulo de Ac
superior a 0.9 y edad mayor a 45 afios), el riesgo de desarrollar LMP de aumentaba

hasta el 3.5%o.

Ademas, si las BOCM-LE eran negativas en LCR, el riesgo de desarrollar LMP de manera
secundaria al tratamiento por NTZ aumentaba hasta el 3%. Todos estos porcentajes de
riesgo resultaron independientes del tiempo de tratamiento con NTZ o de si los
pacientes habian recibido tratamientos inmunosupresores previamente al tratamiento

con NTZ. El uso de este nomograma es analogo al ejemplo descrito en la cohorte total.

En la figura 31 se representa graficamente La estratificacion del riesgo de desarrollar
LMP de acuerdo con las variables encontradas en el estudio multivariante de las dos

cohortes analizadas en este trabajo.

En resumen, este trabajo muestra que la edad, la tasa de brote, el indice de
anticuerpos anti-JC y las BOCM-LE contribuyen a estratificar el riesgo de LMP en
pacientes que van a iniciar tratamiento con Natalizumab.

160



RESULTADOS

A

Ac anti-JC>0.9 y Tasa brote<0.5 1

Ac anti-JC>0.9 y Tasa brote>0.5 i

Ac anti-JC<0.9 y Tasa brote<0.5 -

Ac anti-JC<0.9 y Tasa brote>0.5

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Riesgo de LMP (expresado como 1/X pacientes)

B

Ac anti-JC>0.9+Edad>45afios+BOCM-LE Neg -

Ac anti-JC>0.9+ Edad>45afios+BOCM-LE Pos .I

Ac anti-JC<0.9+ Edad>45afios+BOCM-LE PosA |

Ac anti-JC>0.9+ Edad<45afios+BOCM-LE Pos | |

Ac anti-JC<0.9+ Edad<45afios+BOCM-LE Pos - |

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 900010000
Riesgo de LMP (expresado como 1/X pacientes)

Figura 31 Representacion grafica del riesgo de desarrollar LMP en la cohorte total de

pacientes (A) y en la cohorte de pacientes con estudio de BOCM (B).
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El Natalizumab fue el primer farmaco de alta actividad aprobado para el tratamiento
de la EM. Se aprobd por la FDA en 2004 y ya en los ensayos clinicos mostré una alta
eficacia en la inhibicion de la tasa de brotes y en el retraso del progreso de la
discapacidad (18) (157) (158) (159). Estos datos han sido alin mejores en estudios de
vida real y distintos trabajos han demostrado una mayor eficacia de Natalizumab en
comparacion, no sélo con los farmacos inyectables, sino con otras moléculas de alta

actividad comercializadas posteriormente (162).

El cambio a Natalizumab tras un fracaso de tratamientos de primera linea para la
EMRR, ha mostrado ser altamente efectivo (163). Actualmente, soélo hay
comercializado un tratamiento con una eficacia comparable a Natalizumab, el
Alemtuzumab, que presenta como contrapartida la aparicién de otras enfermedades

autoinmunes, algunas de las cuales son potencialmente graves (153).

A pesar de su alta eficacia, el uso de NTZ como tratamiento de pacientes con EMRR, se
ha limitado debido a su principal efecto secundario, la aparicién de leucoencefalopatia
multifocal progresiva (LMP), una infeccién oportunista del SNC causada por el virus JC
con una incidencia de 4.22 por cada 1000 pacientes tratados con NTZ (165), es decir,

aproximadamente 1 paciente por cada 250 tratados con NTZ (147).

Los factores que desencadenan el desarrollo de LMP en pacientes tratados con NTZ
aun son parcialmente desconocidos, ya que la mayoria de los pacientes seropositivos
para el virus JC y que son tratados con este farmaco no llega a desarrollar la LMP. Se
han realizado multiples estudios para estratificar el riesgo de LMP en pacientes
tratados con Natalizumab. El factor de riesgo mas importante es la presencia de
anticuerpos anti-JC en sangre. Otros factores que también juegan un papel importante
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para estratificar el riesgo de LMP son el tratamiento previo con agentes
inmunosupresores y la duracién del tratamiento con Natalizumab (228,208,209,184).

(197)

Hasta el momento, este modelo ha ofrecido informacién importante para el manejo
del tratamiento con Natalizumab en la EM. Asi, el numero de pacientes con
inmunosupresores clasicos se ha disminuido en esta enfermedad (197) y eso minimiza
la inmunosupresion previa como factor de riesgo. Sin embargo, los otros dos factores
que juegan un papel relevante en este proceso presentan algunos inconvenientes
importantes. A saber, entre el 60 y el 80% de la poblacion presenta anticuerpos anti-JC
(215) (229). El uso de este criterio limitaria el uso del Natalizumab a la mayoria de
pacientes con EM. Ademas, un porcentaje variable de pacientes seroconvierte a lo
largo de los afos (212), lo que hace que la presencia o ausencia de anticuerpos anti-JC
deba testarse periddicamente en los pacientes y a veces la aparicién de la LMP

precede a la constatacion de la presencia de anticuerpos anti JC.

El siguiente factor usado para la estratificaciéon de riesgo de LMP es la duracion del
tratamiento con Natalizumab. El riesgo aumenta claramente en pacientes con Ac anti-
JC positivos tratados mas de dos afios (184). Esta premisa, junto con la anterior, hacen
gue Natalizumab sea considerado como un tratamiento temporal y que muchos
pacientes altamente inflamatorios sufran rebrotes de la actividad de la enfermedad
tras la retirada del farmaco, lo que replantea su uso a muchos neurdlogos,
especialmente en el caso de pacientes con Ac anti-JC positivos. Por ello, distintos
estudios han profundizado en la busqueda de nuevos biomarcadores que indiquen de

forma mas especifica el riesgo de LMP (72) (18) (196).
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Los estudios se han centrado principalmente en el virus, los anticuerpos frente al

mismo y distintas variables inmunoldgicas.

Respecto al virus, se han estudiado las mutaciones en el VP1 (proteina mayoritaria de
la capside) que se asocian con la variante mas neurotrdpica del VJC. Se ha observado
gue dichas mutaciones se correlacionan con la gravedad de la LMP, pero no hemos
encontrado ningun estudio que asocie dichas mutaciones con un mayor riesgo de

contraer la enfermedad (230).

El estudio de anticuerpos anti-JC ha evolucionado con el tiempo y distintas
publicaciones avalan que titulos inferiores a 0.9 no implican un mayor riesgo de LMP
en pacientes con Ac anti-JC, lo que amplia el espectro de pacientes que podrian ser
tratados de forma segura con el fdrmaco (210). Sin embargo, las fluctuaciones que

presentan los titulos en algunos pacientes limitan en parte la utilidad de su estudio.

La capacidad migratoria de los linfocitos CD4 también se ha considerado como un
factor determinante en la estratificacion del riesgo a desarrollar LMP, ya que son un
reflejo del estatus de inmunovigilancia del SNC. Asi, se postulé que un descenso de
linfocitos CD4+ que expresaban la L-selectina (CD62-L), una molécula de adhesién
celular se asociaba a un mayor riesgo de desarrollar LMP (231). Sin embargo, estos
hallazgos no han sido finalmente validados, ya que se trata de un método poco

reproducible al actuar la L-selectina como molécula indicadora de estrés celular (232).

Los neurofilamentos son elementos estructurales que se liberan al espacio extracelular
cuando se produce un dafio axonal, similar al que se produce en la LMP (233). En

estudios recientes, se ha descrito que la cadena ligera de los neurofilamentos aumenta
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en suero en el debut de la LMP. Este aumento es de 10 veces lo observado en
pacientes tratados con NTZ en brote que no desarrollaron LMP, por lo que, de
validarse estos datos, los neurofilamentos podrian ser un buen biomarcador precoz de
LMP (234). Sin embargo, este biomarcador no nos permitiria anticiparnos al desarrollo
de la LMP, es decir, a poder realizar la seleccion de pacientes que son tratados con NTZ

asumiendo el menor riesgo de LMP posible.

Por ultimo, se ha descrito que una enfermedad muy activa, valorada mediante la
presencia de BOC de IgM lipido especificas (78), también disminuye el riesgo de LMP
(220). Igualmente ocurre con el N2 de linfocitos en LCR, ya que ambos pardmetros
permiten estimar el curso inflamatorio de la EM. Sin embargo, el uso de estos dos
ultimos parametros esta limitado en la practica clinica diaria, ya que son técnicas de

dificil realizacion.

Otro problema de muchos de los modelos usados para predecir el riesgo de desarrollar
LMP, es que se han realizado estudiando datos de cohortes descritas en la literatura.
Esto puede derivar en una recopilacién incompleta de los datos. Sin embargo, para la
realizacion de este trabajo utilizamos datos recogidos prospectivamente en nuestra

propia cohorte multicéntrica de pacientes.

En este estudio nos centramos en la busqueda de nuevos factores prondsticos para
estratificar el riesgo de desarrollar LMP, en pacientes de EM candidatos al tratamiento
con Natalizumab. De esta forma, se podria decidir la mejor opcidn terapéutica antes de

aplicar dicho tratamiento con el mejor perfil riesgo/beneficio para el paciente.
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Ademas, quisimos validar el papel de las bandas oligoclonales IgM lipido-especificas,
como posible factor protector frente a la aparicién de LMP en pacientes con EM
tratados con Natalizumab y ajustar el mismo por otras variables clinicas y de

laboratorio.

En el disefio de este estudio prospectivo, elegimos una serie de variables clinicas y
epidemioldgicas faciles de obtener en la practica clinica diaria. De igual modo,
recopilamos aquellas variables que ya habian sido descritas en la literatura como
factores que podrian tener un papel para determinar el riesgo de desarrollar LMP de

manera secundaria al tratamiento con NTZ (184).

6.1. ANALISIS UNIVARIANTE

6.1.1. Titulo de Ac anti-JC

Los anticuerpos anti-JC han demostrado en distintos estudios su alta utilidad para
estratificar el riesgo de LMP. Asi, se ha descrito que pacientes que no presentan estos
anticuerpos tienen un riesgo de LMP menor de 1.4/10000 durante mas de 5 afios
(184,209). Esto se ha matizado con el estudio de la tasa de anticuerpos anti-JC. Asi, se
ha observado que pacientes con Ac anti-JC positivos que presentan bajos indices de
anticuerpos tienen también un riesgo de LMP muy bajo. Se ha propuesto el valor de
0.9 en el indice de anticuerpos como un punto de corte que podria considerarse como
“positivo biolégico” (235). En nuestro estudio, analizamos la presencia o ausencia de
anticuerpos anti-JC y los valores de los indices. Usamos dos puntos de corte 0.9y 1.5

validados en distintos trabajos previos (204) (210) (197). Nuestro trabajo muestra que
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el 98% de los pacientes que desarrollaron LMP presentaban un indice de Ac anti-JC=0.9
y el 78% de ellos un indice de Ac anti-JC21.5. Estos resultados coinciden con los de
otros autores que determinaron que el 96% de pacientes que desarrollé LMP presento
un indice de Ac anti-JC 20.9 y el 84% era 21.5 (210). Confirmamos, por tanto, la
utilidad de los indices de Ac anti-JC para predecir el riesgo de LMP y observamos que el
punto de corte de 0.9 es el que tiene mayor peso para discriminar a los pacientes en
riesgo. Esto confirma los datos previos que sugerian este valor como positivo biolégico

para el indice de Ac anti-JC (235).

El uso del punto de corte de 0.9 para el indice de Ac anti-JC, permitiria ampliar el

numero de pacientes que podrian recibir tratamiento con un bajo riesgo de LMP.

La principal limitacion de este biomarcador es la seroconversidn. Distintos trabajos
describen que se produce en un nimero variable de pacientes que oscila entre el 2 y el
6% (236,235,210). En nuestro estudio la tasa de seroconversion fue del 4.1% si
consideramos el positivizar los anticuerpos (aunque solo la mitad de ellos alcanzaron
indices superiores a 0.9). Esto hace importante la busqueda de otros biomarcadores

gue contribuyan a estratificar el riesgo.

6.1.2. Edad y duracion de la enfermedad al inicio del tratamiento con NTZ

Con la edad disminuye la inmunocompetencia en individuos sanos, lo que influye en la
capacidad del sistema inmune para responder a infecciones y para generar memoria
inmunoldgica a largo plazo (237). Ademas, durante la inmunosenescencia, se produce

una expansion de linfocitos T CD8+, CD28-, CD27-CD57+, que se consideran linfocitos
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disfuncionales, ya que pueden reducir el repertorio de otros linfocitos T disponibles

que puedan actuar frente a diversas infecciones virales (238).

En la esclerosis multiple, como en otras enfermedades autoinmunes, este fendmeno
podria aparecer de forma precoz. Distintos trabajos realizados en necropsias de
pacientes con esta patologia demuestran que la enfermedad experimenta un cambio
con la edad, observandose una disminucion de la respuesta inmune adaptativa segun
avanza la misma (239). Ademads, los pacientes con EM muestran la expansion
prematura de células T senescentes, independientemente del tratamiento recibido con
farmacos modificadores de la enfermedad, que alteran la homeostasis de la respuesta
inmune (240). Estos estudios sugieren que el cambio inmunoldgico se produce en los
pacientes entre los 40 y 50 afios, si bien, el bajo nimero de muestras que se estudia en
este tipo de trabajos no ha permitido establecer de forma clara el momento de estos

cambios.

Estos datos podrian asociarse con un mayor riesgo de infecciones en pacientes
inmunosuprimidos. Asi, algunos trabajos describen que el riesgo de desarrollar LMP en
pacientes tratados con Natalizumab aumenta con la edad y este riesgo llega a

duplicarse si se inicia el tratamiento a edades superiores a 50 afios (72).

Un trabajo previo de nuestro grupo confirma el posible papel de la edad en el riesgo de
LMP, ya que establecid que la edad media de los pacientes tratados con NTZ que
desarrollan esta infeccion oportunista es mayor que la de aquellos que no la
desarrollan. También se ha observado en pacientes que sufrieron LMP durante el
tratamiento con NTZ, que el nimero medio de infusiones hasta la misma disminuye al
aumentar la edad de inicio de tratamiento (220). En nuestro estudio, valoramos el
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peso de la edad en el desarrollo de LMP tanto como una variable continua, como
estratificada en varios puntos de corte en base a este trabajo y a otros previos de otros
grupos. Los mejores resultados mediante curva ROC, se obtuvieron con la variable

edad con un punto de corte de 45 afios.

También se ha observado una asociacidn entre edad e infeccién por VIC, ya que,
aunqgue la primoinfeccidon por este virus puede tener lugar durante la infancia, la

seroprevalencia va aumentando con la edad (241).

Nosotros quisimos establecer el papel de la edad en el riesgo de LMP en nuestra
cohorte. En el estudio univariante encontramos que este factor era uno de los que mas
claramente influia en el riesgo de LMP. Dado que la edad y el tiempo de evolucidn de
la enfermedad al inicio de NTZ estan claramente relacionados, valoramos nuestros
resultados detectando que la duracion de la enfermedad es una variable subrogada a
la edad del individuo. Nuestros datos muestran, por tanto, que la edad de inicio del
tratamiento con NTZ tiene un mayor peso en el riesgo de desarrollar LMP que el

tiempo de duracién de la enfermedad.

En resumen, el estudio univariante mostré que la edad en el momento del inicio del
tratamiento con NTZ, juega un papel importante para establecer el riesgo de LMP en
pacientes de EM tratados con NTZ. Asi mismo, establecimos la edad de 45 afios como
el punto de corte idéneo para establecer el riesgo de LMP en relacion con la edad. Este
dato es relevante, ya que hasta el momento no se habia considerado la edad de inicio
al tratamiento como factor a tener en cuenta en la estratificacién del riesgo de

desarrollar LMP antes del inicio del tratamiento con NTZ.
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Ademads, segln nuestros resultados, la edad al inicio del tratamiento parece ser una
variable de mayor peso en la estratificacién del riesgo de LMP que el tiempo de
evolucién de la enfermedad (en base a la Odds ratio y a la significacién estadistica).
Este hecho es bastante relevante, ya que pacientes que presentan un debut temprano
de la EM con un curso agresivo podrian beneficiarse del tratamiento con NTZ durante

un mayor tiempo con un menor riesgo de desarrollar LMP.

6.1.3. Duracion del tratamiento con NTZ

En los primeros estudios de seguridad del NTZ se determind que el riesgo de
desarrollar LMP aumenta de manera progresiva al tiempo de tratamiento con NTZ y es
a partir de los dos afios de tratamiento cuando se produce el mayor aumento del

riesgo de desarrollar LMP (184).

Este hecho supone un problema, porque induce a la retirada del tratamiento a
pacientes cuyo grado de avance de la enfermedad se ha frenado durante la terapia con
NTZ. En nuestras cohortes no se corroboran estos datos, ya que no se observé una
correlacién entre el riesgo de LMP y la duracién del tratamiento. Esto podria deberse a
una falta de potencia estadistica en nuestra serie. Sin embargo, no podemos descartar
gue los efectos encontrados en otras series en la duracidn del tiempo de tratamiento
sean un efecto subrogado de la edad de los pacientes. Los datos de nuestra serie
podrian corroborar esta hipétesis, ya que los pacientes incluidos eran relativamente
joévenes al inicio de tratamiento. Mostraban en ese momento una edad media de 36.6
afios al menos 4 anos menor que las series en las que se describié el efecto del
tratamiento en el riesgo de LMP que mostraban edades de inicio entre 40 y 44 afios
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(242) (243) (244). Por ultimo, otra posible causa de la falta de correlacion con la
duracién del tratamiento podria ser nuestro criterio de inclusién de pacientes en el
estudio que incluia sélo a pacientes tratados durante mas de un afio, ya que se ha
observado el riesgo de LMP es extremadamente bajo ese primer afio, de manera que
los primeros estudios calcularon un riesgo de desarrollar LMP durante el primer afio de
tratamiento con NTZ (sin inmunosupresion previa) del 0.13%. (184) y los estudios
posteriores un riesgo del 0.01%o (209). Estos datos sugieren que podria ser el primer
afo el que establece un menor riesgo de LMP y no los dos primeros como muestran
algunos estudios. Es necesaria la realizacién de estudios multicéntricos que consideren
estos posibles sesgos para evaluar de forma definitiva el papel de la duracién del

tratamiento en el riesgo de LMP.

6.1.4. Tratamiento con inmunosupresores previo al tratamiento con NTZ

En nuestro analisis encontramos una discrepancia respecto a estudios previos que
atribuyen a la inmunosupresidn previa al NTZ un peso determinante en la evaluacion
del riesgo a desarrollar LMP (184). Sin embargo, en nuestras cohortes no encontramos

la inmunosupresion previa como factor implicado en el riesgo de desarrollar LMP.

Hasta la aparicién de NTZ, los pacientes con formas muy activas de EM a menudo se
trataban con inmunosupresores. Por tanto, en las primeras cohortes de pacientes
tratados con NTZ, un nimero elevado de pacientes habian recibido estos tratamientos
(en Europa el 15-23% de los pacientes con EM ha recibido un tratamiento
inmunosupresor previamente al tratamiento con NTZ) y se observd que la
inmunosupresién previa aumentaba el riesgo de LMP (184).
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Actualmente, la disponibilidad de un amplio abanico terapéutico en la EM ha bajado el
numero de pacientes tratados con inmunosupresores, lo que podria ir disminuyendo el
peso de esta variable para establecer el riesgo de LMP. Asi, en un estudio de nuestro
grupo cuya cohorte fue analizada entre los afios 2012 y 2014, el nimero de pacientes
inmunosuprimidos habia descendido con respecto a estudios anteriores y también lo
hacia el peso de esta variable, si bien la inmunosupresiéon previa al NTZ era
significativamente mayor en pacientes con LMP (220). En esta nueva cohorte se ha
reducido aln mas la tasa de pacientes con un tratamiento inmunosupresor previo (de
un 18% en la cohorte de 2014 a menos del 10% en la cohorte actual) y ya no se
observan diferencias significativas al analizar pacientes clasificados segun la presencia
o no de LMP. Estos resultados indican el valor del tratamiento temprano con NTZ, que
ha reducido sustancialmente el riesgo de LMP debido al uso previo de

inmunosupresores clasicos.

El hecho de que actualmente se tienda a no administrar NTZ a pacientes
inmunodeprimidos o con inmunosupresion previa, debido al amplio conocimiento de
la reactivacion del virus JC en inmunodeprimidos (VIH y trasplantados), podria

corroborar lo que observamos en nuestras cohortes.

Ademads, en pacientes que recibieron un tratamiento inmunosupresor previo al
tratamiento con NTZ, no se observd esta asociacion entre altos indices de Ac anti-JCy
mayor riesgo de desarrollar LMP. El mecanismo bioldgico que permita explicar este
efecto es desconocido, aunque se postula que el tratamiento inmunosupresor afecte a
la capacidad global de produccién de Ac del paciente, provocando un detrimento en la

produccién de Ac anti-JC.
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6.1.5. Tasa de brotes
En trabajos previos, se estudié la tasa de brotes anualizada, Unicamente durante el afio
previo al inicio del tratamiento con NTZ y en los estudios de seguridad no se destacé

como variable determinante del riesgo a desarrollar LMP (184) (208) (209).

No hemos encontrado ningun estudio en que describa el papel de la tasa de brotes
global durante todo el curso de la enfermedad, ni siquiera en las cohortes originales de
los estudios de bioseguridad en las que se incluian pacientes de larga evolucidn. Este
hecho, introduce un sesgo importante, ya que frecuentemente los pacientes son
tratados con NTZ después de un brote, por tanto, si sélo tenemos en cuenta el afio
previo al inicio del tratamiento, la mayoria de los pacientes tratados con NTZ tendran

una tasa de brotes elevada.

En nuestro estudio observamos que la tasa de brotes global es un factor determinante
en la estratificacion del riesgo de la LMP. De hecho, en nuestro modelo, tener una tasa
de brote anualizada global menor de 0.5 (menor de un brote cada dos afios)
incrementa la probabilidad de desarrollar LMP. Pensamos que esto podria ser debido a
que pacientes con un curso mas inflamatorio de la enfermedad (mayor tasa de brotes),
sufren menos los efectos del bloqueo de la migracién linfocitaria inducida por el NTZ,

gue aquellos con un curso mas benigno de la EMRR.

En cualquier caso, hay que tener en cuenta que la tasa de brotes es una variable
dependiente de la edad y como hemos discutido en puntos anteriores el curso de la
LMP se puede ver influenciado por la edad de los pacientes. Ademads, en estudios con

cohortes grandes recopilar esta informacion puede ser muy complicado.
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6.1.6. Sexo de los pacientes
No se ha descrito asociacién entre el sexo y el riesgo de LMP en otras cohortes.
Nosotros encontramos una asociacion muy modesta con el sexo masculino que se

pierde en los estudios multivariantes.

6.1.7. MSSS

Algunos investigadores han descrito que el mejor pardmetro para valorar el avance de
la discapacidad de la EM es el MSSS (Multiple Sclerosis Severity Score), que se define
como el decil medio del EDSS en la poblacion de pacientes con EM con el mismo
tiempo de duracion de la enfermedad, es decir, el MSSS nos permite comparar las
distintas trayectorias de la enfermedad entre distintas poblaciones de pacientes con

EM (245).

Por este motivo, quisimos contrastar en nuestras cohortes si el MSSS podria resultar
un buen marcador en la estratificacion del riesgo a desarrollar LMP. Encontramos que
pacientes con un MSSS inferior a 3, que indica un curso mas benigno de la
enfermedad, presentan un mayor riesgo a desarrollar LMP de manera secundaria al

tratamiento con NTZ.

Sin embargo, aunque el MSSS puede ser un parametro util y facilmente obtenible en la
practica clinica diaria, consideramos que hay otros parametros que reflejan mejor el
estatus inflamatorio o de actividad de la enfermedad como pueden ser la tasa de

brotes como ya se ha visto anteriormente.

177



DISCUSION

6.2. COHORTE DE PACIENTES CON ESTUDIO DE BOCM-LE

Se ha descrito previamente que la presencia de BOCM-LE en LCR se asocia a un curso
de EM altamente inflamatorio. Los pacientes con BOCM positivas presentan mayor
tasa de brotes (78) y un numero mas elevado de linfocitos en LCR (220). Ademas,
nuestro grupo describié que las BOCM-LE disminuyen el riesgo de LMP en pacientes de
EM tratados con Natalizumab (220). En este trabajo, quisimos validar esos resultados
en una cohorte de 277 pacientes, de los cuales 245 no se habian incluido en el estudio
anterior (12 de ellos habian desarrollado LMP y 233 no). Nuestros resultados en esta
nueva cohorte mostraron que las BOCM-LE constituyen el mejor biomarcador
independiente de los estudiados para la estratificacion del riesgo de LMP, por encima
de la tasa de brotes y el indice de anticuerpos anti-JC. Sélo un 4.1 % de los pacientes
que desarrollaron LMP presentaron BOCM-LE, mientras que un 64% de los que no
sufrieron esta infeccion oportunista, presentaban estos anticuerpos IgM frente a los
lipidos en LCR. Estos datos ratifican nuestros resultados previos (220), confirmando
qgue la presencia de BOCM-LE identifica, de forma muy precisa, a pacientes con un
curso agresivo de la EM, los cuales, presentan un riesgo muy bajo de desarrollar LMP
secundaria al tratamiento con NTZ. Esto podria deberse al mayor numero de linfocitos
en LCR que presentan los pacientes con BOCM-LE positivos (78), lo que podria
contribuir a que el tratamiento con NTZ no llegue a producir un exceso de
inmunosupresion a nivel del SNC, manteniendo la inmunovigilancia frente al VIC y
reduciendo la incidencia de LMP. En esta linea, se demostré en pacientes VIH+ que el
riesgo de desarrollar LMP aumenta cuando el nimero de linfocitos CD4+ desciende por

debajo de 200 células/mm3 (246).
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Ademas, en esta cohorte volvieron a resultar significativas las variables descritas en la
cohorte total como son: la edad al inicio del tratamiento con NTZ, afios de evolucién

de la enfermedad, indice de Ac anti-JC y la tasa de brotes.

6.3. ANALISIS MULTIVARIANTE

Los modelos de regresion multivariante son una herramienta importante en la
investigacion clinica para la creacién de modelos fiables con fines prondsticos. Este
tipo de andlisis permite identificar los criterios del algoritmo de riesgo, minimizando el
error de cada variable de analizada. Con el modelo minimo, se seleccionan criterios
"duros" para el modelo prondstico y se valora su capacidad de discriminacién

mediante el drea bajo la curva (ABC) ROC (227).

6.3.1. Cohorte total

Realizamos tres modelos minimos finales dependiendo del criterio usado para valorar
los anticuerpos anti-JC. En cada caso se extrajeron del grupo de variables, aquellas que
perdian significacion estadistica en el modelo multiple, hasta quedarnos con la mejor
combinacidon de variables. Cuando consideramos los anticuerpos anti-JC como
positivos/negativos o como mayores/menores de 1.5 de indice de Ac anti-JC, las
variables adicionales que quedaron incluidas en el modelo minimo final fueron la edad
al inicio de tratamiento y la tasa de brotes anterior al mismo. Cuando usamos los
valores mayores/menores de 0.9 del indice de Ac anti-JC, el modelo minimo final solo

incluyd una variable adicional, la tasa de brotes menor de 0.5. Este modelo fue el que

179



DISCUSION

presentd una mayor area bajo la curva ROC y consideramos que era el mejor modelo

final para la construcciéon del nomograma.

6.3.2. Cohorte de pacientes con estudio de BOCM

De nuevo realizamos tres modelos minimos finales atendiendo a las distintas
clasificaciones de anticuerpos anti-JC. Cuando consideramos los anticuerpos anti-JC
como positivos/negativos, esta variable desaparecié del modelo y permanecieron las
BOCM-LE, la edad al inicio de tratamiento y la tasa de brotes inferior a 0.5 anterior al
mismo. Cuando usamos los indices de Ac anti-JC mayores de 0.9 o 1.5, el indice de Ac
anti-JC permanecia en el modelo final y ademas lo hacia las BOCM-LE y la edad de
inicio del tratamiento. Ambos mostraron un area bajo la curva ROC de 0.92 y
escogimos el primero para construir el nomograma porque mostraba una mayor

significacidn para el indice de Ac anti-JC.

Los trabajos previos que desarrollaron algoritmos para predecir el desarrollo de LMP
de manera secundaria al tratamiento con NTZ (225) (147) (184) (243) (212) (209) (166)
(206) (210) (72) (18) (242) han sido muy utiles hasta ahora, ya que han permitido el
uso de este farmaco altamente efectivo con mayor seguridad para un gran nimero de

pacientes.

Sin embargo, estos modelos no tienen en cuenta la actividad de la enfermedad vy
limitan el uso prolongado del NTZ en pacientes con Ac anti-JC positivos y mas aun si
presentan inmunosupresion previa. Nuestro modelo incluia datos de actividad de la

enfermedad como la tasa de brotes global y la presencia de BOCM-LE, que hasta ahora
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no se han tenido en cuenta en algoritmos previos. Estas variables reflejan el estatus
inflamatorio de la enfermedad en cada paciente y nuestros datos indican que son
relevantes a la hora de evaluar el riesgo de desarrollar LMP. Esto mismo se ha
observado con la edad de los pacientes al iniciar el tratamiento, esta variable podria a
su vez indicar la bajada en la respuesta inflamatoria que se produce en la EM con la

edad (239).

En nuestro modelo, una variable utilizada hasta ahora en los algoritmos predictores del
riesgo de desarrollar LMP, como es el tiempo de tratamiento con NTZ superior a los
dos afios, pierde significacion. Estos resultados discordantes podrian deberse a que
nuestra cohorte incluye un numero relativamente alto de pacientes jovenes y con una
alta tasa de brotes. Ademads, nuestro estudio sélo incluyd a pacientes tratados mas de
un afo, ya que el primer afo de tratamiento es el periodo en el que el riesgo de LMP
es menor (209). Sin embargo, no podemos descartar que se debiera a un tamafio
muestral demasiado bajo en comparaciéon a otras cohortes estudiadas. Futuros
estudios con un mayor nimero de pacientes indicaran si la duracién del tratamiento
pierde valor en individuos jovenes o con enfermedad mas activa. En este sentido se ha
publicado recientemente en pacientes de EM que desarrollaron LMP tras el
tratamiento con NTZ que el numero de ciclos del farmaco hasta la LMP descendid al

aumentar la edad (72).

Como ultimo paso de nuestro estudio construimos los nomogramas para cada modelo.
Constituyen una herramienta basica y facil de utilizar para calcular el riesgo de LMP en
pacientes individuales antes de iniciar el tratamiento con Natalizumab. Su uso a modo

de calculadora podria ser de gran utilidad en la practica clinica diaria.
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CONCLUSIONES

Hemos estudiado los factores que se asocian a la aparicion de LMP en 1240 pacientes
tratados con NTZ por un tiempo medio de 3.5 afios y en un subgrupo de 277 de estos

pacientes con estudio de BOCM disponible.

1. En el estudio univariante de la cohorte total, los factores que se asociaron de
forma mas clara con el riesgo de LMP fueron la tasa de brotes previa al
tratamiento con NTZ, la edad al inicio del mismo y la presencia de anticuerpos
anti-JC.

2. En nuestra cohorte el nimero de pacientes con inmunosupresion previa era
claramente menor al de otras anteriormente descritas y esta variable no influyo
significativamente en el riesgo de LMP.

3. La duracion del tratamiento con NTZ tampoco influyd en el riesgo de LMP. Esto
podria deberse a haber incluido solo a pacientes tratados mas de un afo en
nuestro estudio, a la relativa juventud de los pacientes y a su alta actividad,
aunque no se puede descartar que se deba a un sesgo debido al tamafno
muestral.

4. La valoracion de los anticuerpos anti-JC usando como punto de corte valores
del indice de Ac anti-JC de 0.9, ofrecid los mejores resultados para medir esta
variable.

5. El mejor punto de corte para medir la edad de inicio se establecié en 45 afios y
para la tasa de brotes previa al tratamiento en 0.5.

6. Estas variables continuaron siendo significativas en el andlisis multivariante
final y permitieron la estratificacion del riesgo de desarrollar LMP desde 1/50

(pacientes con tasa de brotes previa menor de 0.5 y el indice de Ac anti-JC de
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mayor de 0.9) a menos de 1/3000 en el caso contrario.

Estos datos demuestran que la actividad de la enfermedad y la edad al inicio
del tratamiento pueden contribuir a la estratificacion del riesgo de LMP.

El analisis del subgrupo de pacientes con BOCM confirmd la utilidad de esta
variable para predecir el riego del LMP en pacientes de EM tratados con
Natalizumab.

Las BOC de IgM lipido-especificas ofrecieron los mejores resultados en el
andlisis univariante.

Su inclusién en los modelos multivariantes mejord la potencia de los mismos y
contribuyeron a establecer de una forma mas precisa el riesgo de desarrollar
LMP.

El desarrollo de nomogramas permite la utilizacién de estas variables para

calcular el riesgo en pacientes individuales.
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