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Introducción 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad autoinmune crónica del sistema nervioso central 

que induce desmielinización, inflamación y daño axonal. Es una enfermedad heterogénea con 

gran variabilidad clínica, cuya etiología se desconoce, aunque se han identificado diferentes 

factores ambientales que favorecen la aparición de la enfermedad en individuos predispuestos 

genéticamente. Aproximadamente un 15% de los pacientes debutan con la forma 

primariamente progresiva (EMPP), caracterizada por la progresión continua de la disfunción 

neurológica desde el comienzo de la enfermedad. 

Aunque en las últimas décadas ha aumentado exponencialmente el número de opciones 

terapéuticas disponibles en la EM, éstas no han logrado modificar con éxito el curso de la EMPP. 

En el momento actual, ocrelizumab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20, es el único 

tratamiento aprobado para pacientes con esta forma clínica de la enfermedad, gracias a unos 

buenos perfiles de seguridad y eficacia demostrados en el ensayo clínico ORATORIO.  

Sin embargo, se desconocen los efectos del fármaco sobre el sistema inmunitario, por lo que 

resulta imprescindible entender el impacto que tiene sobre las diferentes poblaciones 

inmunológicas y su posible asociación con la respuesta al tratamiento. Además, no se sabe si 

ocrelizumab actúa diferencialmente en función del estado inflamatorio basal de los pacientes. 

La llegada inminente de nuevas opciones terapéuticas hace necesaria la búsqueda de 

biomarcadores de respuesta clínica y/o inmunológica a ocrelizumab, que permitan la 

monitorización e identificación de pacientes EMPP con respuesta óptima a este tratamiento. 

Objetivos y métodos 

Los objetivos de esta tesis fueron: 

 La identificación de los cambios inducidos por el fármaco ocrelizumab sobre 

subpoblaciones leucocitarias de sangre periférica de pacientes con EMPP. 
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 La búsqueda de biomarcadores que identifiquen de forma precoz a los respondedores 

óptimos y subóptimos a ocrelizumab en pacientes con EMPP. 

 La exploración de los mecanismos inmunológicos asociados a respuestas 

óptimas/subóptimas a ocrelizumab, en pacientes EMPP con diferentes niveles de 

inflamación basal. 

En un primer estudio se identificaron los cambios generales inducidos por ocrelizumab en una 

cohorte de 53 pacientes con EMPP. En el segundo estudio se incluyeron 69 pacientes EMPP 

clasificados según su estado inflamatorio basal y subclasificados en función de su respuesta al 

tratamiento. Para ello, se monitorizó la respuesta clínica y radiológica de los pacientes con un 

seguimiento mínimo de un año. En ambos estudios se analizaron muestras basales y de 6 meses 

tras la administración de la primera dosis de ocrelizumab. Se estudiaron, en sangre periférica, 

una amplia variedad de subpoblaciones leucocitarias de células B, T, NK y monocitos por 

citometría de flujo. Los estudios se completaron mediante la medición en suero de cadenas 

ligeras de neurofilamentos (sNfL) e inmunoglobulinas (Ig). 

Resultados 

En pacientes EMPP, ocrelizumab ocasiona una depleción casi completa del número total de 

linfocitos B a los 6 meses de tratamiento. Esta reducción se produce principalmente a expensas 

de las células B naïve, B de memoria y B productoras de interleuquina (IL)-6, IL-10, factor 

estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) y factor de necrosis tumoral-alfa 

(TNFα). Al estudiar los porcentajes relativos al compartimento B, se observa una bajada relativa 

de células B naïve y de las productoras de TNFα pero con aumento en las proporciones de células 

B transicionales, plasmablastos y células B productoras de IL-6, IL-10 y GM-CSF, sugiriendo la 

necesidad de continuar el tratamiento. A los 6 meses de tratamiento también se observa una 

clara remodelación del compartimento de células T que favorecen un perfil tolerogénico. En los 

linfocitos T CD4+ y T CD8+ se produce un aumento relativo de los ratios entre poblaciones naïve 
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y efectoras, a causa de la disminución da la subpoblación T CD4+ terminalmente diferenciada 

(TD) y T CD8+ de memoria efectora (ME). Además, los números y porcentajes de linfocitos T 

CD20+ disminuyen significativamente tras la administración de ocrelizumab. En cuanto a las 

células del sistema inmune innato, el tratamiento con ocrelizumab induce una reducción en 

número, pero no en porcentaje, de la subpoblación de células NK CD56 bright, y un aumento del 

número total de monocitos a expensas de aquellos que expresan PD-L1 en su membrana, pero 

sin cambios en los productores de citoquinas inflamatorias, confirmando la redistribución 

tolerogénica que ocasiona la depleción de los linfocitos B. 

Todas estas variaciones sobre células del sistema inmunológico se asocian a una reducción de 

los niveles de sNfL a los 6 meses de tratamiento con ocrelizumab. Esta disminución se observa 

tanto en pacientes con lesiones captantes gadolinio en la resonancia magnética (RM) cerebral 

basal, como en los pacientes sin tales lesiones pero con sNfL basales superiores a 10 pg/mL. 

A continuación quisimos profundizar en el análisis de los efectos de ocrelizumab sobre el sistema 

inmunitario en una cohorte más amplia de pacientes EMPP, clasificados en función de la 

naturaleza inflamatoria de su enfermedad, según la presencia o ausencia de lesiones captantes 

de gadolinio en la RM basal.  

En los pacientes inflamatorios, la respuesta óptima al fármaco se asocia exclusivamente con una 

bajada drástica de todas las subpoblaciones B y con un descenso de los niveles de sNfL hasta 

valores normales. Mientras tanto, la respuesta subóptima al fármaco está asociada a una mayor 

tasa de repoblación de células B, particularmente de linfocitos B transicionales y B productores 

de TNFα. Este hecho correlaciona con niveles basales elevados de sNfL que no descienden 

significativamente tras el tratamiento con ocrelizumab.  

En los pacientes sin inflamación basal, ni los niveles de neurofilamentos ni la tasa de repoblación 

de células B se asociaron con la respuesta al fármaco. En este grupo, la respuesta óptima a 

ocrelizumab se asocia a la redistribución tolerogénica de los compartimentos de linfocitos T y 
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de monocitos. Esto se refleja tanto por el aumento en las proporciones naïve/TD y naïve/ME de 

linfocitos T CD4+ y T CD8+ y del número de monocitos totales y PD-L1+, como por la bajada de 

la proporción relativa de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ. A su vez y solo en este grupo, 

ocrelizumab induce una expansión de los niveles séricos de IgA, así como del ratio IgA/IgG.  

Conclusiones 

Nuestro trabajo demuestra que la eliminación de células B inducida por ocrelizumab ocasiona 

una redistribución tolerogénica entre poblaciones efectoras y reguladoras, lo cual queda 

reflejado por la reducción de los niveles de sNfL. Sin embargo, nuestros datos muestran dos 

mecanismos distintos que predominan en la fisiopatología de la EMPP. En pacientes EMPP con 

inflamación basal, la respuesta óptima a ocrelizumab está mediada por la depleción mantenida 

de los linfocitos B con normalización de los sNfL. En la EMPP sin inflamación basal, la respuesta 

se asocia a la tolerización inducida en los compartimentos de células T y monocitos. 

Independientemente de la vía inmunológica que impulse la respuesta a ocrelizumab en la EMPP, 

los mecanismos subyacentes pueden ser modificados por la depleción de las células CD20+. Esto 

hace que el fármaco sea eficaz y contribuya a la mejoría del curso de la enfermedad en la 

mayoría de los pacientes tratados. 
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Introduction 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease of the central nervous system that 

induces demyelination, inflammation and axonal damage. MS is a heterogeneous disease with 

great clinical variability whose etiology is unknown, although different environmental factors 

have been identified promoting disease onset in genetically predisposed individuals. 

Approximately 15% of patients debut with primary progressive MS (PPMS), a clinical form 

characterized by continuous progression of neurological dysfunction since disease´s onset. 

Although number of therapeutic options in MS has increased exponentially in recent decades, 

they have failed to successfully modify the course of PPMS. At present, ocrelizumab, an anti-

CD20 monoclonal antibody, is the only approved drug for patients with this clinical form of the 

disease, with good safety and efficacy profiles demonstrated in the ORATORIO clinical trial.  

However, the effects of the drug on the immune system are unknown, so it is essential to 

understand its impact on different immune subsets and its possible association with response 

to treatment. Furthermore, it is not known whether the effect of ocrelizumab depends on the 

baseline inflammatory status of the patients. 

The imminent arrival of new therapeutic options makes it necessary to search for biomarkers of 

clinical and/or immunological response to ocrelizumab, which allow the monitoring and 

identification of optimal response to treatment in PPMS patients.  

Objectives and methods 

The objectives of this work were: 

 The identification of ocrelizumab-induced changes on peripheral blood leukocyte 

subsets of PPMS patients. 

 The search for biomarkers that identify early optimal and suboptimal responders to 

ocrelizumab in PPMS patients. 
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 The exploration of the immunological mechanisms associated with optimal/suboptimal 

responses to ocrelizumab in different levels of baseline inflammation PPMS patients. 

In a first study we identified the overall changes induced by ocrelizumab in a cohort of 53 PPMS 

patients. The second study included 69 PPMS patients classified according to their baseline 

inflammatory status and subclassified according to their response to ocrelizumab. For this 

purpose, the clinical and radiological response of patients was monitored with a minimum 

follow-up of one year. In both studies, baseline and 6-month samples were analyzed after 

administration of the first ocrelizumab dose. A wide variety of leukocyte subsets of B, T, NK cells 

and monocytes were studied in peripheral blood by flow cytometry. Studies were completed by 

serum measurement of neurofilament light chains (sNfL) and immunoglobulins (Ig). 

Results 

In PPMS patients, ocrelizumab causes an almost complete depletion of the total number of B 

lymphocytes at 6 months of treatment. This reduction occurs mainly bacause of naïve B cells, 

memory B cells and B cells producing interleukin (IL)-6, IL-10, granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF) and tumor necrosis factor-alpha (TNFα). On studying the 

percentages relative to the B cell compartment, a relative drop in naïve and TNFα-producing B 

cells was observed, but with an increase in the proportions of transitional B cells, plasmablasts 

and IL-6, IL-10 and GM-CSF-producing B cells, suggesting the need for continued treatment. At 

6 months of treatment, a clear remodeling of the T-cell compartment is also observed, favoring 

a tolerogenic profile. In CD4+ and CD8+ T cells, there is a relative increase in the ratios between 

naïve and effector subsets, due to a decrease in the terminally differentiated (TD) CD4+ and 

effector memory CD8+ (ME) T cells. In addition, numbers and percentages of CD20+ T cells 

significantly decrease after ocrelizumab administration. As for cells of the innate immune 

system, ocrelizumab treatment induces a reduction in number but not in percentage of the CD56 

bright NK cell subset, and an increase in the total number of monocytes at the expense of those 
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expressing PD-L1 in their surface, without changes in inflammatory cytokine producers, 

confirming the tolerogenic rebalance caused by B lymphocyte depletion. 

All these variations on immune system cells are associated with a reduction in sNfL levels at 6 

months of treatment with ocrelizumab. This decrease is observed both in patients with 

gadolinium-enhancing lesions on baseline MRI and in patients without such lesions but baseline 

sNfL levels above 10 pg/mL. 

We next analyze the effects of ocrelizumab on the immune system in a larger cohort of PPMS 

patients, classified according to the inflammatory nature of their disease, which was measured 

by the presence or absence of gadolinium-enhancing lesions on baseline brain MRI.  

In inflammatory patients, optimal drug response was exclusively associated with a dramatic drop 

in all B cell subsets and with a decrease in sNfL levels to normal values. Meanwhile, suboptimal 

drug response is associated with an increased rate of B-cell repopulation, particularly of 

transitional and TNFα-producing B lymphocytes. This correlates with elevated basal sNfL levels 

that do not significantly drop after ocrelizumab treatment.  

In patients without baseline inflammation, neither neurofilament levels nor B-cell repopulation 

rate were associated with drug response. In this group, optimal response to ocrelizumab is 

associated with tolerogenic re-distribution of the T-lymphocyte and monocyte compartments. 

This is reflected both by the increase in the naïve/TD and naïve/EM ratios of CD4+ and CD8+ T 

cells and in number of total and PD-L1+ monocytes, and by the decrease in the relative 

proportion of IFNγ-producing CD8+ T lymphocytes. Only in this group ocrelizumab induce an 

expansion of serum IgA levels, as well as of the IgA/IgG ratio.  

Conclusions 

Our work has shown that ocrelizumab-induced B-cell depletion causes a tolerogenic rebalance 

between effector and regulatory leucocytes, which is reflected by reduced sNfL levels. We found 
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two distinct mechanisms that predominate in the pathophysiology of the disease in 

ocrelizumab-treated PPMS patients. In baseline inflammatory PPMS patients, optimal response 

to ocrelizumab is mediated by maintained B-lymphocyte depletion with normalization of sNfL 

levels. In PPMS without baseline inflammation, drug response is associated with induced 

tolerization in the T cell and monocyte compartments. 

Regardless of the immune pathway driving the response to ocrelizumab in PPMS, the underlying 

mechanisms can be modified by CD20+ cell depletion. This makes the drug effective and 

contributes to improvement of the disease course in most treated patients.
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BHE Barrera hematoencefálica 

BOCM-LE Bandas oligoclonales de IgM específicas de lípidos 

BTK Tirosín-quinasa de Bruton 

CPA Célula presentadora de antígeno 

EAE Encefalomielitis autoinmune experimental 

EBNA1 Antígeno nuclear-1 del Epstein-Barr 

EDA Evidencia de actividad de la enfermedad 

EDSS Escala expandida del estado de discapacidad 

EM Esclerosis múltiple 

EMA Agencia Europea del Medicamento 

EMPP Esclerosis múltiple primariamente progresiva 

EMPR Esclerosis múltiple progresiva-recidivante 

EMRR Esclerosis múltiple recidivante-remitente 

EMSP Esclerosis múltiple secundariamente progresiva 

FDA Administración de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos 

Gd+/Gd- Presencia/ausencia de lesiones captantes de gadolinio 

GlialCAM Molécula de adhesión de células gliales 

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos 

GWAS Estudio de asociación de genoma completo 

HLA Complejo mayor de histocompatibilidad humano 

IFNβ Interferón beta 

IFNγ Interferón gamma 

Ig Inmunoglobulina 

IL Interleuquina 

LCR Líquido cefalorraquídeo 

LMP Leucoencefalitis multifocal progresiva 

MC Memoria central 

ME Memoria efectora 

mRNA Ácido ribonucleico mensajero 

NEDA Sin evidencia de actividad de la enfermedad 
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NEPAD Sin evidencia de progresión o actividad de la enfermedad 

NK Célula natural killer 

OMS Organización mundial de la salud 

PCD Progresión confirmada de la discapacidad 

PD-L1 Ligando-1 de muerte programada 

PIRA Progresión independiente de recidivas 

RM Resonancia magnética 

S1P Esfingosina-1-fosfato 

SCA Síndrome clínicamente aislado 

SIMOA Single molecule array technology 

SNC Sistema nervioso central 

sNfL Cadenas ligeras de neurofilamentos en suero 

SRA Síndrome radiológico aislado 

TD Terminalmente diferenciado 

TGF-β Factor de crecimiento transformante beta 

Th Célula T helper/cooperadora 

TME Tratamiento modificador de enfermedad 

TNFα Factor de necrosis tumoral alfa 

Treg Célula T reguladora 

VCAM1 Molécula de cito-adhesión vascular-1 

VEB Virus de Epstein-Barr 

VJC Virus John Cunningham 

VLA4 Antígeno de activación muy tardía-4 
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La Esclerosis Múltiple (EM) es una enfermedad autoinmune crónica del sistema nervioso central 

(SNC), que cursa con inflamación, desmielinización y daño axonal. En países desarrollados, 

supone la causa principal de discapacidad no traumática en adultos jóvenes [1], afectando a 2,8 

millones de personas en todo el mundo [2].  

Aunque no se conoce la causa exacta que desencadena la EM, se han identificado algunos 

factores que predisponen a padecerla. La susceptibilidad a la enfermedad se ha relacionado con 

un gran número de genes además de con varios factores ambientales bien definidos, en 

particular, los niveles de vitamina D, la exposición a la luz ultravioleta, la infección por el virus 

de Epstein-Barr (VEB), la obesidad o el tabaquismo [3]. 

Como sucede en un gran número de enfermedades autoinmunes, afecta de 2 a 3 veces más a 

las mujeres que a los hombres [4]. Los pacientes de EM suelen debutar a una edad cercana a los 

30 años [4] aunque hay casos descritos tanto en edad infantil [5] como en adultos mayores de 

60 años [6]. La forma más común de presentación (85% de los casos) es la EM recidivante-

remitente (EMRR), caracterizada por la presencia de episodios agudos de empeoramiento 

(brotes o recidivas) seguidos de periodos de recuperación parcial o completa [7]. Un elevado 

porcentaje de pacientes con EMRR desarrolla la forma secundariamente progresiva (EMSP) 

durante las dos primeras décadas de su enfermedad. Lo que caracteriza a la EMSP es una 

progresión continua de la discapacidad, independiente de la presencia o ausencia de brotes [7]. 

Esta progresión continua de la discapacidad neurológica desde el comienzo de la enfermedad 

ocurre en hasta el 15% de los pacientes con EM, en la forma clínica conocida como 

primariamente-progresiva (EMPP) [7]. 

La EM es una enfermedad heterogénea en lo referido a su clínica y a su evolución. Los pacientes 

muestran distinta evolución en cuanto a la progresión de la discapacidad y a la gravedad y 

frecuencia de los brotes clínicos [8]. La aparición de lesiones focales desmielinizantes y su 

diferente localización determina las manifestaciones clínicas de la enfermedad, siendo de las 
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más frecuentes: la alteración visual, la ataxia, el déficit sensorial o la debilidad de miembros [8]. 

Dichas lesiones desmielinizantes, en las que se observan infiltrados leucocitarios, son las que 

provocan el daño axonal a largo plazo. Además, el curso de la enfermedad se modifica con el 

aumento de la edad de los pacientes, lo que se conoce como inmunosenescencia precoz [9].  

Sin embargo, el manejo de la enfermedad presenta gran complejidad, a pesar de la gran batería 

de tratamientos modificadores de enfermedad (TME) que han salido al mercado en estas tres 

últimas décadas [10]. Esta dificultad de manejo queda especialmente patente en las formas 

progresivas de la enfermedad puesto que, en el momento actual, cuentan con una única opción 

terapéutica: ocrelizumab. 

 

1.1 ASPECTOS HISTÓRICOS 

Hace casi 2 siglos que se realizaron las primeras descripciones de lesiones desmielinizantes como 

zonas descoloridas en médula espinal [11, 12] pero no fue hasta 1868 cuando el doctor Jean-

Martin Charcot hizo la primera descripción clínica y anatómica de un paciente vivo con EM [13], 

enfermedad a la que se denominó como “esclerosis en placas” hasta 1954.             

En 1884, el doctor Pierre Marie, discípulo del doctor Charcot, observó un empeoramiento de los 

pacientes tras episodios infecciosos y febriles [14], asociándose por primera vez el posible origen 

de la enfermedad con el padecimiento de una infección viral.                          

El modelo experimental de la enfermedad, conocido como encefalomielitis autoinmune 

experimental (EAE), fue desarrollado en 1935 por Thomas M. Rivers, evidenciando por primera 

vez que las células del sistema inmunológico tienen la capacidad de dañar al propio cerebro, y 

por tanto, sugiriéndose el origen autoinmune de la EM [15].  

En 1891, Heinrich I. Quincke realizó la primera extracción de líquido cefalorraquídeo (LCR) con 

fines diagnósticos y terapéuticos [16], pero no fue hasta pasado medio siglo, en 1942, cuando 
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se describió un aumento de inmunoglobulina (Ig) G en el LCR de los pacientes con EM [17], 

evidenciando el papel del sistema inmunológico en la fisiopatogenia de la enfermedad.             

Respecto a la clínica, la primera escala que permitió medir el grado de discapacidad de los 

pacientes fue desarrollada por John F. Kurtzke en 1955 y denominada Disability Status Scale 

[18]. El mismo autor, 28 años más tarde, perfeccionó su escala, pasándose a denominar 

Expanded Disability Status Scale (EDSS) [19], y es la que sigue utilizándose hasta el día de hoy.  

 

Los primeros criterios diagnósticos de la EM fueron publicados por Sydney Allison y Harold 

Millard en 1954 [20] aunque, debido a su gran subjetividad, fueron rápidamente reemplazados 

por los de George A. Schumacher de 1965 [21]. La aparición de la Resonancia Magnética (RM) 

supuso un gran avance en el entendimiento de la enfermedad, permitiendo la detección de las 

lesiones desmielinizantes en el propio SNC del paciente [22]. Desde 1991 se incluyó esta prueba 

de imagen como criterio diagnóstico de la enfermedad [23]. 

En julio de 2001 un grupo de neurólogos con gran experiencia en la EM encabezados por Ian 

McDonald, elaboran una guía actualizada de los criterios diagnósticos, definiendo e 

incorporando por primera vez a la forma primariamente progresiva de la EM (EMPP) [24]. Desde 

entonces se realizan revisiones periódicas de los criterios de McDonald, utilizándose en el 

momento actual la publicada en el año 2017 [25]. 

Figura 1. Representación gráfica de la escala EDSS. Modificada de: https://www.emonetoone.es/ 

 

https://www.emonetoone.es/
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1.2 EPIDEMIOLOGÍA 

En diciembre de 2020, la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó los datos de su tercer 

atlas de EM [26] actualizando los datos epidemiológicos respecto a las versiones de 2008 y 2013. 

La prevalencia mundial de la EM se estima en 36 personas por cada 100.000 habitantes, o lo que 

es lo mismo, 1 por cada 2800 habitantes. Esto implica que hay en torno a 2,8 millones de 

personas que padecen EM en todo el mundo [26]. Este dato se ha incrementado mucho a lo 

largo de los años (2,1 millones de pacientes en 2008 y 2,3 millones en 2013), probablemente 

debido a las mejoras en los métodos de conteo a nivel nacional y mundial, al perfeccionamiento 

del diagnóstico [27], y al aumento de la esperanza de vida de los pacientes con EM [28].  Sin 

embargo, la prevalencia de la EM no es geográficamente uniforme y varios estudios han 

demostrado que se relaciona con la latitud [29, 30], ya que aumenta inversamente en 

proporción a la cercanía al Ecuador [31], posiblemente debido a diversos factores ambientales 

como la exposición a la luz solar y, en consecuencia, a los niveles de vitamina D. Estos factores 

parece que desempeñan un papel importante durante la infancia puesto que diversos estudios 

han concluido que solo los individuos menores de 15 años que migran a zonas con distinta 

prevalencia, adoptan la prevalencia de la zona de destino, mientras que en adultos se mantiene 

la prevalencia de la zona de origen [1, 8]. 

Figura 2. Prevalencia mundial de la Esclerosis Múltiple. Tomada de: The Multiple Sclerosis 

International Federation, Atlas of MS, 3rd Edition, September 2020. https://www.atlasofms.org/ 

https://www.atlasofms.org/
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La incidencia de la EM también está aumentando y de manera notable en el caso de las mujeres, 

3 veces superior a la de los hombres en la mayoría de los países desarrollados [1], indicando 

también la posible variabilidad de la enfermedad en referencia a diferentes factores hormonales 

y/o genéticos [32]. En España, el 75% de los pacientes con EM son mujeres, y la mayoría de ellos 

debutan a una edad adulta temprana, siendo los 32 años la edad promedio en que se recibe el 

diagnóstico definitivo [26]. 

En España, los primeros estudios de prevalencia se realizaron en 1968 [33] con unas cifras muy 

inferiores a las actuales. Durante la década de los 80´s se realizaron algunos estudios que 

estimaron una prevalencia de entre 5 y 20 pacientes con EM por cada 100.000 habitantes [34]. 

No fue hasta entrados los años 90´s cuando se empezaron a publicar estudios con mayor 

fiabilidad, en los que la prevalencia rondaba los 60 casos por cada 100.000 habitantes [35-37]. 

A partir del año 2000 se establecieron prevalencias cercanas a las actuales, con datos 

comprendidos desde los 80 hasta los 180 casos de EM por cada 100.000 individuos [38-40].  

El último estudio de la OMS recoge una prevalencia de 120 enfermos por cada 100.000 

habitantes, lo que equivale a 1 por cada 800. Estos datos conllevan la cifra de unos 55.000 

pacientes afectos de EM en nuestro país [26].  

 

1.3 ETIOLOGÍA 

Hasta la fecha de hoy se desconoce el agente causal de la EM, si bien todos los estudios apuntan 

a un modelo multifactorial en el cual se propone que, la combinación de diversos factores, sea 

lo que aumente el riesgo de padecer la enfermedad [41, 42]. Dicha predisposición a la EM puede 

explicarse en base tanto a componentes genéticos y epigenéticos como ambientales, y puede 

estar condicionada por el estilo de vida de los pacientes.  
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1.3.1 Factores genéticos 

Los estudios familiares han puesto de manifiesto la existencia del componente genético puesto 

que la incidencia de la EM es de hasta el 2,5% en familiares de primer grado mientras que es 

inferior al 0,1% en la población general [43]. Además, los gemelos monocigóticos presentan una 

concordancia del 30%, claramente superior a la reportada para gemelos dicigóticos [44].  

Varios genes que codifican moléculas del complejo principal de histocompatibilidad humano 

(HLA, del inglés Human Leukocyte Antigen) se han asociado con el desarrollo de la EM. Los 

individuos que portan en su genoma el alelo DRB1*15:01 tienen un riesgo 3 veces superior de 

padecer la enfermedad que aquellos que no lo portan [45]. Sin embargo, se han encontrado 

muchos más alelos HLA que alteran el riesgo de padecer la enfermedad, algunos aumentándolo 

(DRB1*03:01, DRB1*08:01, DRB1*13:03 y DQB1*03:02) y otros disminuyéndolo (A*02:01, 

B*38:01, B*44:02 y B*55:01) [46].  

Además de estos genes, los estudios de GWAS (Genome Wide Association Studies) han 

evidenciado que existen otros muchos polimorfismos que pueden modificar el riesgo de padecer 

la EM. Estos polimorfismos se dan en algunos genes relacionados con la respuesta inmunológica 

que codifican para receptores de interleuquina (IL)-2 o de IL7 [47], factor de necrosis tumoral 

(TNF) [48], factores de transcripción como Nf-κB [49], o para el factor activador de las células B 

(BAFF) [50]. Sin embargo, la presencia de estos polimorfismos solo suponen un aumento de 

riesgo de entre 1,1 y 1,5 veces respecto a la población general, sugiriéndose que exista lo que 

se conoce como un modelo de herencia poligénica. Es decir, que sea la contribución modesta de 

distintos alelos de riesgo de múltiples genes polimórficos lo que realmente aumente el riesgo 

de desarrollar la EM.   

1.3.2 Factores epigenéticos 

Además de en los genes propiamente dichos, se ha encontrado asociación entre la EM y otros 

factores capaces de modificar la expresión de dichos genes, conocidos habitualmente como 
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factores epigenéticos. De todos ellos, en la EM cobran especial relevancia los microRNAs, la 

metilación del ADN y la modificación post-traduccional de las histonas. 

Los microRNAs regulan la expresión de hasta un tercio de los genes mediante la degradación o 

inhibición del ácido ribonucleico (RNA, del inglés ribonucleic acid) mensajero (mRNA) [51]. En 

pacientes con EM se ha encontrado un patrón específico de los mismos, distinto del encontrado 

en individuos sanos [52]. Además, algunos tratamientos para la EM, como fingolimod [53] o 

natalizumab [54], son capaces de restaurar los niveles desregulados de algunos de estos 

patrones de microRNAs. 

Por otro lado, se ha encontrado asociación entre el grado de metilación del ADN y el 

padecimiento de la EM [55], existiendo diferentes patrones de hipo- o hiper-metilación en 

regiones relacionadas con la expresión del alelo HLA DRB1*15:01 en los pacientes portadores 

del mismo [56]. 

Por último, las modificaciones post-traduccionales de las histonas también parecen jugar un 

papel importante en el desarrollo de la EM. Por ejemplo, en la sustancia blanca de pacientes con 

EM, se ha observado que un aumento en la acetilación de las histonas en genes implicados en 

la diferenciación de los oligodendrocitos provoca una disminución de la expresión de los mismos 

[57].  

1.3.3 Factores ambientales y de estilo de vida 

Como se ha comentado, los factores genéticos y epigenéticos tienen un papel importante en la 

enfermedad, si bien no pueden explicar intrínsecamente la etiología de la EM. El aumento de 

incidencia en las mujeres [1], la desigual distribución latitudinal de la enfermedad [29, 30], y la 

discordancia entre gemelos monocigóticos [44], entre otros, ponen de manifiesto la existencia 

de factores no genéticos que predispongan al desarrollo de la enfermedad. Aunque no se 

conocen todos ellos, hasta el momento se han encontrado diversos factores ambientales 

asociados a un aumento del riesgo de padecer EM. De entre estos factores cabe destacar la 
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presencia de algunas infecciones víricas, la falta de vitamina D, la obesidad, los cambios 

asociados a la microbiota, el tabaquismo o la excesiva ingesta de sal [42]. 

De todos los agentes infecciones asociados a la EM, destaca por encima de todos el virus de 

Epstein-Barr (VEB). Aunque se trate de un virus presente en hasta el 95% de la población sana 

estudiada, se detecta en prácticamente la totalidad de los pacientes con EM y aumenta en hasta 

32 veces el riesgo de desarrollar la enfermedad [58], postulándose como un factor 

desencadenante de la enfermedad. También se ha descrito que padecer mononucleosis 

infecciosa por VEB dobla el riesgo de desarrollar EM [59]. Recientemente, se ha demostrado que 

existe mimetismo molecular de alta afinidad entre un factor de transcripción del VEB, conocido 

como antígeno nuclear-1 (EBNA1), y la molécula de adhesión de células gliales (GlialCAM), 

presente en dichas células del SNC [60]. Se ha comprobado que la inmunización con EBNA1 

exacerba la enfermedad en la EAE, y que la presencia de anticuerpos anti-EBNA1 y anti-GlialCAM 

es frecuente en los pacientes con EM [60]. De hecho, otros estudios apuntan a que el 100% de 

los pacientes tienen anticuerpos frente a EBNA1, con títulos superiores a los de la población 

general [61, 62] y correlacionando positivamente con el riesgo de desarrollar la enfermedad 

[63]. Además, se ha descrito mayor reactivación del VEB en pacientes con EM [64], y la presencia 

de linfocitos B con VEB reactivado en lesiones desmielinizantes activas de los pacientes [65]. Por 

último, se ha reportado que los niveles séricos de cadenas ligeras de neurofilamentos (sNfL), 

excelentes biomarcadores de daño axonal en la EM, aumentan tras la infección por VEB [58]. 

Puesto que la EM tiene una distribución heterogénea marcada por un gradiente latitudinal es 

inevitable considerar la exposición a la luz solar como uno de los factores ambientales a tener 

en cuenta. Dicha exposición solar se correlaciona con los niveles de vitamina D, puesto que la 

forma activa de la misma requiere el contacto de la luz ultravioleta con la piel. En este sentido, 

unos correctos niveles séricos de vitamina D disminuyen el riesgo de padecer EM, encontrando 

niveles por debajo del rango de normalidad en un alto número de pacientes [66]. Así mismo, los 
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niveles de melatonina, afectados por las diferencias estacionales de exposición solar, se 

correlacionan de manera inversa con la presencia de brotes de la enfermedad [67], de tal 

manera que, aunque la exposición solar y los niveles de vitamina D se reduzcan durante el 

invierno, la actividad de la EM disminuye por el aumento compensatorio de la síntesis de 

melatonina.  

La obesidad es otro de los factores ambientales asociados al riesgo de padecer EM, si bien, solo 

parece afectar a aquellos individuos que hayan sufrido esta condición durante su adolescencia 

[68]. Aunque no está claro el motivo de esta relación causal, se ha postulado que los principales 

causantes sean la disminución de la biodisponibilidad de la vitamina D y/o el aumento de los 

niveles de leptina [42]. 

La microbiota es otro de los factores que parece jugar un papel en diversas enfermedades 

autoinmunes y, por supuesto, en la EM. En un estudio en gemelos monocigóticos (un gemelo 

sano y el otro con EM) se observó una diferente composición de la flora intestinal, destacando 

un incremento de Akkermansia spp en el gemelo enfermo [69]. Además, el trasplante de heces 

del individuo afecto de EM en ratones, aumentó en éstos la incidencia de EAE; mientras que el 

trasplante de heces del hermano sin EM no supuso lo mismo [69]. En las mismas fechas, se 

observó en otros grupos de pacientes con EM un aumento diferencial de Akkermansia 

muciniphila respecto a individuos sanos, especie capaz de modular linfocitos T humanos hacia 

un fenotipo pro-inflamatorio [70]. Además, en los últimos años, se está despertando el interés 

en el estudio de distintos metabolitos sintetizados por la microbiota intestinal. En este sentido, 

se demostró que la microbiota sintetiza metabolitos derivados del triptófano capaces de 

modular la actividad de la microglía [71] y de los astrocitos y, en consecuencia, la inflamación 

del SNC [72]. Adicionalmente, la microbiota es capaz de sintetizar otros metabolitos conocidos 

como ácidos grasos de cadena corta, entre los que destacan el acetato, el propionato y el 

butirato, y que parecen tener un papel relevante en la fisiopatogenia de la EM. Se han 
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encontrado niveles plasmáticos elevados de acetato en pacientes con EM, los cuales 

correlacionan directamente con el grado de discapacidad de los pacientes y con el número de 

linfocitos T pro-inflamatorios productores de IL-17 [73, 74]. Por último, se ha descrito que un 

predominio de los niveles de acetato sobre los de propionato, durante el primer trimestre de 

gestación de una paciente con EM, aumenta el riesgo de recidivas durante el periodo de 

puerperio [75]. 

El tabaco es otro de los factores asociados a un mayor riesgo de EM. En primer lugar, se atribuyó 

el aumento de la incidencia de la EM en las mujeres al propio aumento del número de mujeres 

fumadoras [76]. Varios trabajos sustentan el mayor riesgo de fumadores de desarrollar EM [59, 

77] y de aumentar la progresión de la discapacidad de los pacientes [78]. Sin embargo, el 

mecanismo por el cual el tabaco produce tales efectos no está del todo claro. Algunos autores 

apuntan a que el factor determinante sea la irritación pulmonar producida como consecuencia 

del tabaco ya que tal asociación no se ha encontrado en consumidores de tabaco oral, pero sí 

en fumadores pasivos [79]. En cambio, otros autores apuntan a la hipótesis de que el tabaco 

pueda influir a través de modificaciones del microbioma gástrico e intestinal [80]. 

Por último, se ha encontrado una elevación del número de brotes y lesiones desmielinizantes 

en pacientes con EM que tienen una dieta rica en sal respecto de aquellos que llevan una dieta 

controlada de la misma [81]. Estos datos sugieren que la ingesta de sodio sea otro de los factores 

desencadenantes de la enfermedad. 

 

1.4 FORMAS CLÍNICAS 

La EM es una enfermedad heterogénea con gran variabilidad clínica, por lo que podemos hablar 

de distintas formas clínicas o fenotipos que se engloban dentro de una misma patología. La 

primera clasificación data de 1996 [82], donde el Comité Asesor sobre Ensayos Clínicos en 

Esclerosis Múltiple de la Sociedad Nacional de Esclerosis Múltiple de EE.UU. propuso 4 formas 
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clínicas: la EM recurrente-recidivante (EMRR), la EM primariamente-progresiva (EMPP), la EM 

secundariamente-progresiva (EMSP) y la EM progresiva-recidivante (EMPR).  

Sin embargo, con el aumento de la base de conocimientos sobre la patología de la EM, se 

hicieron evidentes las limitaciones de estos fenotipos y, en 2013, decidieron incluir nuevos 

descriptores de actividad y progresión, teniendo en consideración las pruebas de imagen por 

RM y otros biomarcadores [82]. Desde ese momento, cada uno de los fenotipos mencionados 

podría subdividirse en sus formas activa o no activa. Esto supuso que la EMPR, una forma 

progresiva con brotes esporádicos, pasase a englobarse dentro de la EMPP activa. 

Además, se incorporaron a la clasificación dos nuevos cursos de la enfermedad: el síndrome 

radiológicamente aislado (SRA) y el síndrome clínicamente aislado (SCA). El término SRA 

identifica a los pacientes con anomalías en las imágenes de RM, encontradas incidentalmente, 

pero altamente sugestivas de desmielinización en ausencia de otros signos o síntomas clínicos 

[83]. El término SCA describe un primer evento clínico altamente sugestivo de enfermedad 

desmielinizante del SNC, pero que no cumple los criterios para el diagnóstico de EM [84]. Es 

importante identificar correctamente cuales de estos pacientes alcanzarán finalmente un 

diagnóstico de EM, para tomar de forma precoz las decisiones clínicas más adecuadas.  

1.4.1 Esclerosis Múltiple Recidivante Remitente 

Se trata del fenotipo más común puesto que se da en alrededor del 85% de los pacientes con 

EM y se caracteriza por la alternancia de períodos de disfunción neurológica (recidivas o brotes) 

y períodos de relativa estabilidad clínica sin nuevos síntomas neurológicos (remisiones). La 

frecuencia de las recidivas puede variar de un paciente a otro, pero generalmente oscilan de 

entre 1 y 2 al año [85].  

Durante el brote pueden presentarse diversos síntomas neurológicos, siendo los principales el 

deterioro de la agudeza visual y la visión doble, la debilidad de miembros y la alteración del 

equilibrio. Para ser considerados como tal, los brotes deben tener una duración de al menos 24 
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horas en ausencia de infección o alteración metabólica. Estas recaídas dan lugar a déficits 

residuales en casi la mitad de los episodios, lo que lleva a una acumulación escalonada de la 

discapacidad [86]. La magnitud de la patología inflamatoria y la frecuencia de las recidivas 

disminuyen a medida que avanzan la edad del paciente y la duración de la enfermedad [87].  

1.4.2 Esclerosis Múltiple Secundaria Progresiva 

La mayoría de los pacientes diagnosticados de EMRR y no tratados acaban evolucionando hacia 

la EMSP, con una mediana de tiempo hasta la fase progresiva de unos 19 años desde el debut 

de la enfermedad [88]. Es difícil determinar en qué momento exacto del curso de la enfermedad 

comienza la transición, por lo que el diagnóstico de la EMSP suele establecerse de forma 

retrospectiva, con desfases de hasta 3 años de duración [89].  

Fenotípicamente, el curso de la EMSP no es uniforme y consiste en períodos de progresión con 

posible actividad de recaída superpuesta, pero también períodos de discapacidad relativamente 

estable. La patología implicada en la EMSP es poco conocida y probablemente compleja, e 

implica cierto grado de inflamación persistente, aunque en menor medida que en la EMRR, 

combinada con la neurodegeneración causada por la disfunción mitocondrial y el daño axonal 

resultante [85]. 

1.4.3 Esclerosis Múltiple Primariamente Progresiva 

Alrededor del 15% de los pacientes desarrollan este fenotipo de la enfermedad, caracterizado 

por la ausencia de la fase inicial con recidivas y remisiones y la progresión continua de la 

disfunción neurológica desde el inicio de la enfermedad [90]. Algunos estudios han confirmado 

que la enfermedad progresa de forma paralela a como lo hace la EMSP [91] y dicha progresión 

puede no ser uniforme, existiendo la posibilidad tanto de brotes superpuestos como de períodos 

de relativa estabilidad. Según esto, se pueden considerar hasta 4 formas distintas de las formas 

progresivas: activa con progresión, activa sin progresión, no activa con progresión y no activa 

sin progresión [92]. 
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El efecto que tiene la presencia de brotes clínicos podría sesgar la determinación de la 

progresión de la enfermedad por lo que, para evaluar la respuesta a determinados tratamientos, 

se utiliza el parámetro de análisis combinado PIRA (del inglés, progression independent of 

relapse activity) que tiene en cuenta las puntuaciones de progresión respecto al score basal, 

respetando la distancia al brote previo y solo si no se producen nuevos brotes en el siguiente 

mes desde el incremento de la discapacidad [93]. 

Para aumentar la sensibilidad en la detección de la acumulación de discapacidad en las formas 

progresivas, algunos ensayos clínicos utilizan la medida combinada NEPAD (del inglés, no 

evidence of progression or active disease) definida como la evidencia de no progresión en EDSS 

mantenida 3 meses, la ausencia de nuevas lesiones en RM y la ausencia de brotes clínicos  [94]. 

 

Figura 3. Formas clínicas de la Esclerosis Múltiple. Modificado de: Klineova S, Lublin FD. Clinical 
Course of Multiple Sclerosis. Cold Spring Harb Perspect Med. 2018;8(9):a028928. Abreviaturas: 
EM, esclerosis múltiple; RR, recurrente-remitente; SP, secundaria progresiva; PP, primariamente 
progresiva; RM, resonancia magnética. 
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1.5 DIAGNÓSTICO 

Puesto que no se ha encontrado una característica patognomónica de la enfermedad ni una 

prueba exclusiva para su diagnóstico, éste puede resultar complejo. Al existir además multitud 

de patologías autoinmunes, infecciosas, metabólicas y/o degenerativas que afectan al SNC, se 

ha de tener especial cuidado en realizar un correcto diagnóstico diferencial de la EM.  

Desde el año 2000 el diagnóstico de la enfermedad se establece en base a los criterios de 

McDonald [95], los cuales han sido revisados y actualizados hasta en 2 ocasiones. En la revisión 

de 2010 [96] se establecieron los criterios diferenciales entre la EM y el resto de trastornos del 

espectro de la neuromielitis óptica. En la revisión de 2017 [25] se establecieron los criterios 

diagnósticos que se usan en la actualidad y se reintrodujo el estudio de LCR en el diagnóstico de 

EM, devolviéndose el valor que habían perdido las bandas oligoclonales de IgG en las revisiones 

previas. De este modo, la presencia de diseminación en espacio y de bandas oligoclonales de 

IgG, tras un síndrome neurológico aislado, permiten el diagnóstico precoz de la EM.  

Aunque la demostración de síntomas y signos clínicos pueda ser de gran utilidad, en la mayoría 

de ocasiones no tendrá la suficiente fuerza para establecer un diagnóstico. Por tanto, se ha de 

recurrir a pruebas paraclínicas entre las que destacan las pruebas de imagen, el estudio de los 

potenciales evocados y el análisis de muestras de LCR de los pacientes. 

1.5.1 Pruebas de imagen 

La demostración de la diseminación en espacio y en tiempo es fundamental en el diagnóstico de 

la EM y, por tanto, las imágenes de RM resultan casi indispensables para un diagnóstico precoz. 

La diseminación en el espacio puede demostrarse por la presencia de una o más lesiones en T2 

en al menos dos de las cuatro áreas características de la enfermedad en el SNC (cortical o 

yuxtacortical, infratentorial, periventricular y médula espinal). La diseminación en tiempo puede 

demostrarse por la presencia simultánea de lesiones que captan o no gadolinio en la primera 

RM o por la aparición de nuevas lesiones hiperintensas en T2 o captantes de gadolinio en RM 
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sucesivas [25, 96]. Aunque la RM tiene una sensibilidad del 95% en la detección de estas lesiones 

en sustancia blanca, ha de tenerse en cuenta que estas lesiones pueden darse de manera similar 

en otras patologías, por lo que no es un criterio suficiente para el diagnóstico diferencial de la 

EM. Además de para el diagnóstico, la RM es válida para el seguimiento de la actividad de la 

enfermedad y de la respuesta a tratamientos.  

 

Figura 4. Lesiones desmielinizantes en RM de un paciente con EMRR. A la izquierda se muestran 
lesiones hipertensas en T2 y a la derecha lesiones en T1, sin (flecha roja) o con (flecha amarilla) 
captación de gadolinio como contraste. Modificado de Prieto González JM, Lema Bouzas M, 
Dapena Bolaño MD. Diagnóstico y tratamiento de la esclerosis múltiple. Med Clin (Barc). 
2004;123(19):743-748. 

 

1.5.2 Estudios de LCR 

Cuando no se consigue demostrar diseminación en tiempo y en espacio, el estudio de LCR cobra 

especial relevancia, aportando especificidad a los hallazgos encontrados en la RM. A nivel 

macroscópico, el LCR de un paciente con EM suele tener un aspecto y celularidad conservada, 

sin embargo, en más del 95% de los pacientes con EM se puede detectar síntesis intratecal de 

IgG. La síntesis intratecal de IgG puede demostrarse mediante métodos cuantitativos, 

semicuantitativos y/o cualitativos, teniendo estos últimos mayor sensibilidad. Los métodos 

cuantitativos como los índices de Tourtellote [97] o de Reiber [98] y semicuantitativos como el 

índice de Tibbling [99] se basan en determinar la integridad de la barrera hematoencefálica 

(BHE) usando como factor de corrección la presencia de albúmina, sintetizada de manera 

exclusiva en el hígado. Si aumentan los niveles de albúmina en LCR por daño de BHE, se asume 
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que el aumento de los niveles de IgG habrá sido producido por difusión junto a la primera. Sin 

embargo, en caso de que se produzca el aumento de IgG en LCR sin aumento de albúmina, los 

índices saldrán alterados y se asumirá síntesis intratecal. 

Los métodos cualitativos están basados en la determinación de bandas oligoclonales (BOC) de 

IgG en LCR [100]. Las BOC de IgG aparecen en más del 96% de los pacientes diagnosticados de 

EM, si bien no son patognomónicas ya que pueden encontrarse en otras patologías como, por 

ejemplo, en ciertas infecciones del SNC.  

1.5.3 Potenciales evocados 

Esta prueba neurofisiológica mide la velocidad de conducción de los impulsos eléctricos en el 

SNC tras una estimulación sensorial. En el caso de existir desmielinización axonal, las señales 

eléctricas pueden retrasarse de modo que el potencial evocado puede atenuarse, retrasarse o 

incluso desaparecer [101]. Al igual que ocurre con la RM, los potenciales alterados no son 

específicos de la EM por lo que siempre requerirán pruebas complementarias para un 

diagnóstico completo. 

 

1.6 DIAGNÓSTICO DE LA EMPP 

El diagnóstico diferencial de la EMPP puede ser algo más complicado ya que la progresión de la 

enfermedad se produce, por lo general, sin la presencia de signos clínicos tan característicos 

como lo son los brotes y las remisiones. Por tanto, se requiere determinar de forma 

retrospectiva o prospectiva que haya habido 1 año de progresión de la discapacidad del 

paciente, sumado a dos de los tres criterios siguientes [25]: presencia de al menos 1 lesión 

hipertensa en T2 en cerebro (periventricular, cortical, yuxtacortical o infratentorial); presencia 

de al menos dos lesiones hipertensas en T2 en médula espinal; y/o presencia de bandas 

oligoclonales de IgG en LCR.  



1. Introducción 
 

- 37 - 
 

1.7 NEUROPATOLOGÍA 

La principal característica de cualquier forma de EM es la presencia de lesiones focales o placas 

desmielinizantes predominantemente en la sustancia blanca, aunque la presencia de lesiones 

corticales en sustancia gris también haya sido demostrada en algunos pacientes [102]. Dichas 

lesiones desmielinizantes comienzan situándose alrededor de capilares y vénulas, lo que acaba 

alterando la permeabilidad de la BHE. Aunque se desconoce el mecanismo exacto de cómo se 

produce ese daño de BHE, todos los estudios apuntan a que sea consecuencia de la liberación 

de mediadores inflamatorios, fruto de la interacción entre células inmunes de sangre periférica 

y células del SNC [103], jugando un papel importante la activación astrocítica y la formación de 

cicatrices astrocitarias [104]. Una vez alterada la permeabilidad de la BHE, los linfocitos 

autorreactivos de sangre periférica serían capaces de migrar a través del endotelio, produciendo 

pérdida de oligodendrocitos y daño axonal. Como mecanismo compensatorio, en algunas 

lesiones pueden darse fenómenos de remielinización, ya que se han descrito el reclutamiento y 

la diferenciación de progenitores de oligodendrocitos, sobre todo en las etapas iniciales de la 

enfermedad [105]. 

El número y patrón de las lesiones desmielinizantes de sustancia blanca varía mucho a lo largo 

de la enfermedad, siendo mucho más abundantes y activas en las fases iniciales que en las fases 

progresivas de la EM [106]. Justo lo contrario ocurre en las lesiones corticales, que aumentan en 

número y tamaño a medida que progresa la enfermedad [107], y su presencia está muy asociada 

a la inflamación meníngea [108] y a la formación de acúmulos linfoides meníngeos [109, 110], 

correlacionando directamente con mayor neurodegeneración y agresividad de la enfermedad. 

 

1.8 FISIOPATOLOGÍA 

La fisiopatología de la EM involucra a multitud de tipos celulares que provocan el fenómeno de 

autoinmunidad crónica. Aunque se desconocen los mecanismos con exactitud, la hipótesis más 
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aceptada hasta la fecha sostiene que la respuesta inmune patológica esté desencadenada por 

linfocitos autorreactivos activados por células presentadoras de antígenos (CPA) en órganos 

linfoides periféricos. Estas CPA, entre las que se encuentran células dendríticas, macrófagos y 

linfocitos B, podrían estar presentando epítopos compartidos por la mielina y otros agentes 

patógenos (fenómeno conocido como mimetismo molecular), de tal manera que el linfocito T 

reconozca su propia mielina como un agente extraño. Esto podría explicar la clara asociación 

entre la EM y la infección por algunos virus como el de Epstein-Barr [111]. Las células T CD4+ 

autorreactivas activarían a linfocitos T CD8, linfocitos B y monocitos que podrían, mediante la 

secreción de citoquinas proinflamatorias, contribuir a la permeabilización de la BHE y a su 

migración al SNC a través de la misma. Una vez en el SNC, las células del sistema inmunológico 

volverían a ser expuestas al antígeno, reactivándose y secretando citoquinas y otros mediadores 

pro-inflamatorios que conllevarían a comenzar una respuesta inflamatoria local. Esos 

mediadores podrían activar a células de la microglía, las cuales promoverían retroalimentación 

del circuito con reclutamiento de más células desde la periferia hasta el SNC. Todo esto 

conllevaría a daño neuronal mediante distintos procesos como liberación de mediadores 

neurotóxicos o citotoxicidad dependiente de anticuerpos y/o del sistema del complemento. 

Además, la destrucción tisular provocaría que nuevos antígenos “extraños” fuesen presentados 

por CPA, aumentándose el número de dianas antigénicas para nuevos linfocitos T 

autorreactivos, fenómeno que se conoce como diseminación de epítopos [112]. 

1.8.1 Linfocitos T 

Desde sus inicios, se ha considerado a la EM una enfermedad mediada casi exclusivamente por 

el linfocito T. Sin embargo, cada vez más evidencias apuntan a que su papel en la fisiopatología 

implica a muchos más componentes del sistema inmunológico. La rápida consideración del 

linfocito T como principal mediador de la EM se debió a la detección inmunohistoquímica de 

infiltrados de este tipo celular en las lesiones desmielinizantes de los pacientes [113] y a la 
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demostración de que la transferencia de linfocitos T específicos frente a la proteína básica de la 

mielina era suficiente para inducir la enfermedad en el modelo de EAE en ratón [114]. 

Los linfocitos T pueden subdividirse en 2 grandes poblaciones: los linfocitos T CD4+ o 

cooperadores (Th, T helper), que reconocen antígenos presentados por moléculas HLA de clase 

II; y los linfocitos T CD8+ o citotóxicos, que reconocen antígenos presentados por moléculas HLA 

de clase I. A su vez, ambos subtipos pueden subdividirse en otras 4 subpoblaciones: linfocitos T 

vírgenes (naïve), de memoria central (MC), de memoria efectora (ME) y terminalmente 

diferenciados (TD), en función de la expresión de las moléculas CCR7 y CD45RO. Mientras que 

en el LCR de individuos sanos predominan las subpoblaciones naïve y de MC [115], en pacientes 

con EM se han descrito poblaciones efectoras (ME y TD) aumentadas tanto en linfocitos T CD4+ 

[116] como en CD8+ [117], siendo capaces de llevar a cabo sus funciones efectoras tras su 

migración a tejidos periféricos [118, 119]. 

o Linfocitos T CD4+ 

Las poblaciones de linfocitos T CD4+ que más se han asociado a la EM, incluso desde sus fases 

más tempranas, son la Th1 y la Th17 [120]. Las Th1, diferenciadas principalmente por la acción 

de la IL-12, se caracterizan por liberar citoquinas pro-inflamatorias como el interferón gamma 

(IFNγ) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), que contribuyen al daño neuronal; y otras 

como el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), necesaria y 

suficiente para inducir EAE [121]. Las Th17, diferenciadas a partir de IL-6, IL-1β, IL-23 y el factor 

de crecimiento transformante beta (TGF-β), promueven la liberación de IL-17 e IL-22, 

habiéndose encontrado niveles elevados de estas citoquinas en lesiones, suero y LCR de 

pacientes con EM [122].  

Otra de las poblaciones T CD4+ de interés es la de T reguladores (Treg), capaces de liberar IL-10, 

suprimir la respuesta inmune y promover tolerancia periférica. En otras enfermedades 

autoinmunes se ha identificado un bajo número de esta población [123, 124], mientras que en 
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la EM el número parece encontrarse dentro de la normalidad [125], siendo su funcionalidad la 

que se encontraría disminuida [126] debido a alteraciones en la expresión de su factor de 

transcripción FoxP3 [127], en la expresión del receptor de IL-2 (CD25), o en la producción y 

liberación de IL-10 [128]. 

o Linfocitos T CD8+ 

A pesar de que en sangre periférica el cociente CD4/CD8 está conservado, en el LCR [129] y en 

las lesiones desmielinizantes [113] de los pacientes con EM la población de linfocitos T CD8+ 

está mucho más representada que la de linfocitos T CD4+, correlacionando directamente su 

número con un aumento del daño axonal [130]. Aunque en condiciones basales solo las células 

del endotelio y las de la microglía expresan HLA de clase I, se ha descrito un aumento de 

expresión de estas moléculas HLA en astrocitos, oligodendrocitos y neuronas [131] de pacientes 

con EM.  

Estos linfocitos T CD8+ causan muerte directa de las células diana mediante la liberación de 

perforinas y granzimas [132], lo que contribuye en gran medida al daño axonal, habiéndose 

descrito niveles elevados de granzima A en el LCR de pacientes durante un brote, en 

comparación con los niveles observados en pacientes con baja actividad de la enfermedad o en 

remisión [133]. Al igual que ocurría con los T CD4+, los linfocitos T CD8+ activados pueden liberar 

citoquinas proinflamatorias como IFNγ, TNFα, IL-17 y GM-CSF, contribuyendo a la patogénesis 

de la enfermedad. Se han encontrado niveles aumentados de estas citoquinas en los pacientes 

con EM [134, 135]. 

1.8.2 Linfocitos B 

Con el paso de los años y a medida que se ha adquirido conocimiento de la enfermedad, el 

linfocito B ha pasado de ser ignorado a convertirse en uno de los jugadores clave en la 

fisiopatología de la EM. Como ya se comentó, la síntesis intratecal de IgG detectada en forma de 
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BOC IgG constituye uno de los criterios diagnósticos actuales de la EM [25], revelando una 

respuesta humoral a consecuencia de una expansión oligoclonal de linfocitos B dentro del SNC.  

Se han encontrado depósitos de moléculas de complemento y de anticuerpos IgG e IgM en los 

estudios histológicos de lesiones focales de pacientes con EM [136]. Además, en fases avanzadas 

y formas progresivas de la enfermedad, se forman acúmulos linfoides terciarios en las meninges, 

estructuras donde hay potentes quimioatrayentes que promueven el reclutamiento, la 

supervivencia y el desarrollo de las células T y B, creándose un sitio idóneo en el que se produzca 

una inflamación crónica con autorreactividad. Los pacientes con una mayor extensión de la 

inflamación meníngea albergaban en su sustancia blanca una mayor proporción de lesiones 

activas y una menor proporción de lesiones inactivas y remielinizadas, por lo que parece 

establecerse una correlación entre la inflamación cortical y subcortical [110]. Estos agregados 

ectópicos de linfocitos se correlacionan con un peor curso de la EM [137], y podrían constituir 

la principal fuente de inflamación intratecal del SNC [110,138]. 

El fracaso de algunas terapias que potenciaban la actividad del linfocito B [139], unido al éxito 

demostrado por los fármacos anti CD20, ha eliminado cualquier duda de la participación de esta 

población en la patología de la EM. Sin embargo, la molécula CD20 no está presente en células 

plasmáticas productoras de anticuerpos, por lo que esta población no es eliminada, hecho que 

se refleja en la presencia de BOC IgG a corto plazo [140].  

El linfocito B actúa eficientemente como célula presentadora de antígenos a monocitos o 

linfocitos T [141], además de producir y liberar citoquinas como GM-CSF, TNFα, IL-6 e IL-10, 

contribuyendo de esta forma a regular la respuesta inmune [142]. De las subpoblaciones de 

células B, la de linfocitos B de memoria se ha visto aumentada tanto en LCR [116] y sangre 

periférica [143] de pacientes con EM, por lo que muchos fármacos en desarrollo tienen esta 

subpoblación como principal diana terapéutica. Por último, resaltar que hay una proporción de 

linfocitos B que expresan la molécula CD5 en su membrana, y que producen  bandas 
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oligoclonales de IgM específicas de lípidos (BOCM-LE), principalmente fosfatidilcolina, las cuales 

se asocian con un peor pronóstico en la enfermedad [144,145]. 

1.8.3 Células del sistema inmune innato. 

o Microglía y macrófagos 

Al igual que ocurría con los linfocitos, también se han encontrado infiltrados de células 

fagocíticas en los estudios histológicos de las lesiones de los pacientes con EM, con mayor 

representación de las mismas en pacientes con actividad [146], y constituyendo 

aproximadamente el 10% de las células residentes del SNC. Aunque se tiende a hablar 

indistintamente de ambas, las células de la microglía migran a SNC durante el desarrollo 

embrionario mientras que los macrófagos se diferencian a partir de monocitos de sangre 

periférica que atraviesan la BHE. Algunos estudios en el modelo de EAE han tratado de 

establecer las diferencias funcionales entre ambos tipos celulares, sugiriéndose que los 

macrófagos iniciarían el proceso de desmielinización y la microglía fagocitaría los restos 

celulares resultantes [147]. Sin embargo, otros estudios han determinado que comparten la 

función del mantenimiento de la homeostasis y, dependiendo del ambiente en el que se 

encuentren, ambos tipos celulares pueden polarizarse hacia fenotipos pro- (M1) o anti- (M2) 

inflamatorios [148]. Las células M1 liberarán citoquinas como IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23 y TNFα y 

otras sustancias neurotóxicas como especies reactivas de oxígeno [149]. Por su parte, las M2 

liberaran mediadores inmunoreguladores como IL-10 y TGFβ [148], llegando incluso a tener un 

papel neuroprotector, contribuyendo a la reparación de algunas sinapsis neuronales y, en 

consecuencia, del daño axonal [150]. 

o Células Natural Killer  

Al igual que ocurría con la microglía y los macrófagos, las células Natural Killer (NK) también 

pueden presentar un perfil pro- o anti-inflamatorio en función del patrón de citoquinas liberado 

[151] aunque su función principal, compartida con los linfocitos T CD8+, sea la inducción de 
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muerte celular de las células infectadas o tumorales y la producción de IFNγ para la activación 

de los macrófagos. Todas las células NK expresan en su membrana la molécula CD56, pudiendo 

subdividirlas en células NK CD56dim o NK CD56bright en función de la intensidad de expresión 

de dicho antígeno. Las CD56dim, subpoblación mayoritaria, liberan perforinas y granzimas para 

desempeñar su función citotóxica, y citoquinas proinflamatorias como mediadores de 

inflamación.  

Las CD56bright logran sus funciones, predominantemente reguladoras, a través de la liberación 

de otras citoquinas. De hecho, se ha descrito un aumento de la población NK CD56bright en 

pacientes con EM tratados con interferón-beta [152], daclizumab [153], alemtuzumab [154] y 

dimetilfumarato [135], en este último caso, con números particularmente elevados en aquellos 

pacientes que respondieron de forma óptima al fármaco. Por el contrario, se ha descrito una 

disminución del número [155] y porcentaje [156] de NK CD56bright en pacientes tratados con 

fingolimod.  Sin embargo, la respuesta óptima a fingolimod si se relaciona con niveles basales 

elevados en dicha subpoblación [156]. Por todo esto, la población CD56bright de las NK se 

postula como un posible biomarcador para el seguimiento de diversos fármacos modificadores 

de enfermedad de la EM. 

Por último, existe una tercera población de células NKT, que co-expresan los marcadores de 

superficie CD3 y CD56dim. El porcentaje de NKT es inferior en el LCR de los pacientes con EMRR 

en comparación con el observado en controles de enfermedad neurológica no inflamatoria, pero 

no difiere del porcentaje encontrado en otras enfermedades neurológicas inflamatorias [157]. 

Además, el número de NKT en el LCR de pacientes con formas activas es superior al observado 

en pacientes en remisión, aunque estas diferencias en números y porcentajes no se reflejan en 

las muestras analizadas de sangre periférica [157]. 
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1.9 TRATAMIENTO 

 

Figura 5. Evolución de los tratamientos modificadores de enfermedad en la esclerosis múltiple. 
Abreviaturas: EM, esclerosis múltiple; RR, recurrente-remitente; SP, secundaria progresiva; PP, 
primariamente progresiva; IFN, interferón; SC, subcutáneo; IM, intramuscular.  

 

Hasta el momento, la EM es una enfermedad incurable. Las estrategias actuales de manejo 

terapéutico están centradas en la reducción de la actividad biológica mediante terapias 

modificadoras de la enfermedad (TME), suplementadas por fármacos para el control de los 

brotes agudos y para la mejoría de la sintomatología clínica [10]. 

Los TME modifican el curso de la EM mediante la supresión o modulación de la función 

inmunitaria. Ejercen una actividad inmunomoduladora encaminada a la reducción de la tasa de 

brotes, a la disminución de la acumulación de lesiones en RM, y a la estabilización, el retraso y, 

en algunos casos, la mejoría modesta de la discapacidad. Las primeras terapias aprobadas, 

(interferones y acetato de glatirámero) supusieron una revolución para el manejo de pacientes 

con EM ya que hasta los años 90 solo se dependía de la inmunosupresión. Estos fármacos 

presentan buena tolerancia y reducen modestamente la frecuencia de brotes [158].  
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o TME de administración subcutánea. 

El interferón beta (IFNβ) es un interferón de clase I cuyo mecanismo de acción implica la 

regulación a la baja de la expresión de moléculas HLA en las CPA, la disminución de citoquinas 

pro-inflamatorias en favor de las anti-inflamatorias, la inhibición de la proliferación de células T 

y el bloqueo del tráfico de células inflamatorias hacia el SNC [159]. El IFNβ presenta un buen 

perfil de seguridad, reduciendo modestamente la tasa de brotes hasta en un 30% a los 2 años 

de tratamiento [160, 161].  

El acetato de glatirámero resulta de una mezcla de polipéptidos sintéticos y presenta un 

mecanismo de acción capaz de polarizar la respuesta inmunológica hacia un fenotipo Th2 

mediante su unión a moléculas de HLA de clase II [162]. Al igual que el anterior, es un fármaco 

seguro que reduce ligeramente la tasa de brotes [163], considerándose una alternativa 

igualmente eficaz al IFNβ en la EMRR [164].  

o TME de administración oral. 

Fingolimod fue el primer tratamiento oral aprobado para el EMRR. Es un análogo de la 

esfingosina-1-fosfato (S1P), cuya función es el bloqueo del receptor de S1P, de tal forma que se 

impide la salida de linfocitos de los órganos linfoides secundarios, evitándose así la infiltración 

de linfocitos autorreactivos al SNC [165]. El fingolimod reduce la tasa de brotes en hasta un 50% 

y tiene un beneficio superior respecto al IFNβ en la reducción de actividad observada en RM 

[166]. Por el contrario, no ha demostrado eficacia en la forma EMPP [167]. Se han encontrado 

algunos efectos secundarios adversos para este fármaco como: diseminación del virus varicela-

zoster, infecciones criptocócicas, edema macular e incluso bloqueos cardiacos y bradicardia al 

inicio del tratamiento, por lo que se requiere monitorización del electrocardiograma para todos 

los pacientes que reciban su primera dosis [168].  

Para tratar de mantener la funcionalidad pero reduciendo estos efectos adversos, se han 

ensayado y aprobado otros 3 fármacos que modulan selectivamente el receptor de S1P. 



1. Introducción 
 

- 46 - 
 

Ozanimod [169] y ponesimod [170], han demostrado resultados superiores en cuanto a la 

reducción en la tasa de brotes en sus ensayos clínicos fase III respecto a IFNβ y teriflunomida, 

respectivamente. Siponimod, aunque ha demostrado resultados de eficacia similares a los 

anteriores en la EMRR, se ha convertido en una de las escasas opciones terapéuticas aprobadas 

para las formas secundariamente progresivas activas [171]. 

La teriflunomida es el metabolito activo de la leflunomida, inmunosupresor utilizado para el 

tratamiento de la artritis reumatoide. Este fármaco, de administración oral, inhibe 

reversiblemente a la dihidroorotato-deshidrogenasa, enzima mitocondrial implicada en la 

síntesis de pirimidinas, inhibiendo la producción de ácidos nucleicos necesarios para la 

proliferación de linfocitos T y B activados, presuntamente autorreactivos. Aunque los efectos 

adversos más comunes son náuseas, alopecia y elevación de enzimas pancreáticas, se ha 

descrito riesgo de hepatotoxicidad y teratogénesis. En caso de ser necesario, la teriflunomida 

puede eliminarse rápidamente mediante la ingestión de colestiramina. Su eficacia ha sido 

probada en ensayos clínicos fase III donde ha demostrado una disminución de la tasa de brotes 

de en torno al 31%, con buenos resultados en control de la progresión de la discapacidad y 

reducción del volumen lesional respecto al grupo de placebo [172, 173]. Sin embargo, no ha 

demostrado superioridad en eficacia respecto a otros fármacos como IFNβ [174]. 

Dimetilfumarato es otro de los fármacos orales aprobado para la forma EMRR. Se trata de un 

éster del ácido fumárico (uno de los intermediarios del ciclo de Krebs) con propiedades 

antioxidantes, neuroprotectoras, anti-inflamatorias e inmunomoduladoras que actúa tanto en 

células de la respuesta innata como en las de la adaptativa [175]. Su eficacia es alta, ya que 

permite una reducción de la tasa de brotes cercana al 50% y una reducción superior al 80% en 

la aparición de nuevas lesiones en RM [176, 177]. Aunque es un fármaco seguro y los afectos 

adversos son leves, el uso de dimetilfumarato puede inducir linfopenia mantenida en hasta un 

6% de los pacientes. Esta linfopenia debe ser monitorizada durante el primer año de 
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tratamiento, pues podría aumentar el riesgo de padecer una leucoencefalitis multifocal 

progresiva (LMP). La LMP es una enfermedad oportunista mediada por el virus John Cunningham 

(VJC) que puede inducir la muerte del paciente o un aumento considerable de su discapacidad 

[178]. En pacientes tratados con dimetilfumarato la aparición de LMP es rara, estimándose una 

incidencia de 2 por cada 100.000 pacientes tratados [178]. 

Diroximelfumarato es un fumarato oral de nueva generación aprobado para el tratamiento de 

pacientes EMRR con unos perfiles de eficacia y seguridad similares a los de dimetilfumarato 

[179]. De hecho, la administración oral de diroximelfumarato conduce a una rápida conversión 

en monometilfumarato, el mismo metabolito farmacológicamente activo que se forma tras la 

administración dimetilfumarato. Una de las principales ventajas de este fármaco en 

comparación con dimetilfumarato es su mejor tolerabilidad gastrointestinal, de tal manera que 

se reducen efectos gastrointestinales adversos en un gran número de pacientes, evitándose así 

la suspensión del fármaco por dicha causa. Este fármaco, aprobado por la EMA a finales de 2021, 

se ha empezado a comercializar en España desde junio de 2022. 

Cladribina es otro de los fármacos de administración oral aprobados para la EMRR. Se trata de 

un análogo de la desoxiadenosina, el cual se activa en el interior celular mediante fosforilación 

por la enzima desoxicitidina-quinasa, produciendo muerte celular por apoptosis [180], para, 

posteriormente, ser inactivada por una fosfatasa. De esta manera, el efecto sobre cada tipo 

celular depende de la proporción quinasas/fosfatasas de cada una, teniendo así mayor efecto 

en linfocitos T y B y células NK de sangre periférica [181]. 

o TME de administración intravenosa. 

Puesto que muchos de los fármacos de primera línea no demostraban una eficacia suficiente en 

la detención de la progresión de la EM, se desarrollaron fármacos de muy alta eficacia para una 

segunda línea de tratamiento, siendo la mayoría de ellos anticuerpos monoclonales 

humanizados.  Este es el caso de natalizumab, alemtuzumab y ocrelizumab.  



1. Introducción 
 

- 48 - 
 

En 2006, natalizumab fue el primero de estos fármacos aprobados para la EMRR. Se trata de un 

anticuerpo monoclonal cuya diana es la integrina-α4 de la molécula VLA4 (del inglés, very late 

antigen-4), ligando de VCAM1 (del inglés, vascular cell adhesion molecule 1). Natalizumab 

bloquea la unión entre VLA4 y VCAM1, evitando la migración a SNC de linfocitos y monocitos a 

través de la BHE [182]. Reduce en casi el 70% la tasa de brotes respecto a placebo, así como la 

progresión de la discapacidad y la aparición de nuevas lesiones en RM [183], considerándose 

posiblemente el fármaco más eficaz para parar la actividad inflamatoria en la EM, de los 

descritos hasta el momento. Lamentablemente, su uso tiene como contrapartida un riesgo de 

LMP en 2.5 de cada 1000 pacientes tratados [184]. Por este motivo, la utilización de este TME 

requiere una estricta monitorización del paciente y la implementación de algoritmos que 

reduzcan al máximo el riesgo de padecer LMP [185-186]. 

En 2013 se aprobó alemtuzumab. Se trata de un monoclonal anti-CD52, molécula que se expresa 

en la superficie de varias células del sistema inmunológico como células NK y monocitos, pero 

sobre todo en linfocitos T y B. Su unión a CD52 provoca una rápida y marcada linfopenia con el 

objetivo de promover la reprogramación de la respuesta inmunitaria de los pacientes hacia un 

perfil tolerogénico [188]. Aunque presenta una eficacia comparable a la mostrada por 

natalizumab [189], su uso también es cuestionado por la frecuente asociación a diversas 

enfermedades autoinmunes secundarias, destacando especialmente las que afectan a la 

glándula tiroidea. Aunque requiere validación, recientemente se ha identificado un biomarcador 

basado en la monitorización de linfocitos B que identifica aquellos pacientes con EM con un 

menor riesgo de desarrollar fenómenos autoinmunes secundarios al uso de alemtuzumab [190]. 

o TME dirigidos frente a células B 

Aunque en su mayoría podrían englobarse dentro del grupo de anticuerpos monoclonales de 

alta eficacia de administración intravenosa, merece la pena dedicar un apartado entero a las 

terapias dirigidas frente a linfocitos B. 
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Hasta cuatro anticuerpos monoclonales cuya diana es la molécula CD20 han sido sometidos a 

ensayos clínicos en la EMRR, resultando exitosos en mayor o menor medida pero dejando 

patente el papel del linfocito B en la fisiopatología de la EM. Sin duda, ha quedado claro que la 

eliminación de esto tipo celular es un enfoque correcto a la hora de buscar dianas terapéuticas 

en esta patología. Estos cuatro anti-CD20 son, según el orden en que se realizaron sus ensayos 

clínicos en EM: rituximab, ocrelizumab, ofatumumab y ublituximab. 

 Rituximab 

Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico dirigido frente a la molécula CD20 [191]. Su 

eficacia como deplecionante de linfocitos B se demostró en dos ensayos clínicos fase II. En el 

primero de ellos, el ensayo HERMES [192], se comparó el efecto de rituximab frente a placebo 

en 104 pacientes con EMRR, observándose su superioridad en la reducción de la tasa anualizada 

de brotes, del volumen lesional en T2 y de las lesiones captantes de contraste. El segundo ensayo 

se realizó en 30 pacientes con EMRR en los que se administró rituximab en dosis oncológicas 

como complemento de otros TME inyectables [193], demostrando una reducción de casi el 90% 

en la aparición de lesiones captantes de contraste en RM. Además, se realizó el ensayo clínico 

OLYMPUS de fase II/III en 439 pacientes con EMPP [194], que no alcanzó su objetivo primario 

de demostrar la superioridad de rituximab frente a placebo en el tiempo hasta alcanzar 

progresión confirmada de la discapacidad (PCD) ni en la tasa de atrofia cerebral, aunque si 

demostró una reducción en el volumen lesional en T2. Posteriormente, en un análisis de 

subgrupos, rituximab si mostró un retraso en el tiempo hasta PCD en pacientes menores de 51 

años y/o en aquellos con lesiones captantes de gadolinio antes de la administración del fármaco, 

sugiriéndose que la depleción de linfocitos B sea más eficaz en pacientes más jóvenes y con 

mayor actividad inflamatoria [195].  

Finalmente, rituximab no fue aprobado ni por la FDA (Administración de Alimentos y 

Medicamentos de los Estados Unidos) ni por la EMA (Agencia Europea del Medicamento) para 
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su uso en ninguna de las formas de la EM. Sin embargo, ha sido ampliamente usado “fuera de 

ficha técnica” en pacientes con EM con alta actividad y ha abierto la puerta al desarrollo y 

estudio de otros anti-CD20. 

 Ocrelizumab 

Ocrelizumab es un anticuerpo monoclonal anti-CD20 humanizado, lo cual aventaja a rituximab 

(anticuerpo monoclonal quimérico) en la potencial formación de anticuerpos neutralizantes del 

fármaco. Estos anticuerpos neutralizantes se han detectado en hasta el 50% de los pacientes 

que reciben rituximab de forma crónica [196]. 

Un primer ensayo clínico fase II exploró la eficacia de ocrelizumab a distintas dosis, frente a 

placebo o IFNβ intramuscular, en pacientes con EMRR. Los pacientes que recibieron 

ocrelizumab, independientemente de la dosis, mostraron una reducción en la tasa anualizada 

de brotes y en el número de lesiones captantes de gadolinio respecto a los otros 2 grupos [197], 

pero no hubo reducción del volumen lesional en T2. Posteriormente se realizó un ensayo de 

extensión en el que, a los 6 meses, los pacientes de los 3 grupos recibían una siguiente dosis de 

ocrelizumab, demostrando que la tasa anualizada de brotes se mantenía más baja en los 

pacientes que iniciaron directamente con ocrelizumab que en aquellos que iniciaron con dosis 

de placebo o de IFNβ [198]. 

Tras ello, se realizaron 2 ensayos clínicos fase III: OPERA I y OPERA II [199], para estudiar la 

eficacia de ocrelizumab frente a IFNβ subcutáneo, en aproximadamente 800 pacientes EMRR 

por cada ensayo. Ocrelizumab mostró una mayor reducción de la tasa anualizada de brotes, 

menor incidencia de PCD y menor número de nuevas lesiones en T2 y captantes de gadolinio, 

mientras que la reducción en el volumen cerebral fue menor solo en el ensayo OPERA I. La 

proporción de pacientes con EMRR sin evidencia de actividad de la enfermedad (NEDA, del inglés 

non-evidence of disease activity) también fue mayor en los grupos de ocrelizumab de ambos 

ensayos clínicos [200]. En el análisis de subgrupos [201] se llegó a la misma conclusión que el 
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realizado en rituximab, con una mayor eficacia del fármaco en pacientes jóvenes (en este caso 

menores de 41 años) y con alta actividad inflamatoria (al menos una lesión captante de gadolinio 

en RM). En el posterior ensayo de extensión [202], los pacientes que provenían de ocrelizumab 

tuvieron mejores resultados en cuanto a proporción de pacientes con PCD y pacientes que 

alcanzaron NEDA, respecto a los pacientes que provenían de IFNβ. 

Algunos ensayos posteriores como ENSEMBLE [203] y CASTING [204] han demostrado 

proporciones del 75% al 85% de NEDA en pacientes EMRR con una duración de la enfermedad 

inferior a 3 años y, en pacientes que habían fracasado a otros TME previos, respectivamente. 

Se evaluó también la eficacia de ocrelizumab respecto a placebo en 732 pacientes con EMPP en 

el ensayo ORATORIO de fase III [205] y, al contrario de lo que ocurrió en el ensayo OLYMPUS con 

rituximab, alcanzó su objetivo primario de reducción de la PCD a los 3 y a los 6 meses, y varios 

de sus objetivos secundarios como la mejoría clínica en el test de los 25 pasos, la disminución 

en el volumen lesional y la menor reducción del volumen cerebral. El ensayo de extensión [206] 

ha determinado un buen perfil de eficacia y seguridad mantenido durante más de 6 años, con 

mejores resultados en pacientes que iniciaron ocrelizumab de forma temprana respecto de 

aquellos que empezaron con placebo. Aunque los efectos adversos más comunes son leves, 

encabezados por las infecciones de tracto superior, ya han sido reportados 8 casos de LMP en 

pacientes tratados con ocrelizumab, si bien 7 de ellos se asociaron al tratamiento previo con 

natalizumab o fingolimod [207]. El caso restante sí se ha asociado directamente al uso de 

ocrelizumab en la EMPP, ya que el paciente no contaba con líneas de tratamiento previas [208]. 

Sin embargo, ha de tenerse en cuenta la edad del paciente (78 años) ya que la 

inmunosenescencia basal a esta avanzada edad conlleva un mayor riesgo a la hora de padecer 

infecciones. 

Con todo ello, la FDA (2017) y la EMA (enero de 2018) aprobaron el uso del fármaco para las 

formas activas de la EMRR y para la EMPP, convirtiéndose en el primer y único fármaco 
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disponible a fecha de hoy para esta forma progresiva de la enfermedad. Esta limitación 

terapéutica tan evidente para una forma de la enfermedad que afecta al 15% de los pacientes 

con EM es importante revertirla, por lo que parece de importancia prioritaria el conocer todos 

los mecanismos fisiopatológicos que esconde la EMPP para aumentar el repertorio disponible 

de dianas de tratamiento. 

 Ofatumumab 

Ofatumumab es el primer anticuerpo monoclonal anti-CD20 totalmente humano, aprobado 

recientemente por la FDA (2020) y la EMA (2021) para el tratamiento de las formas activas de la 

EMRR. Además, cuenta con la particularidad de ser un TME de administración subcutánea, a 

diferencia de los otros 3 anti-CD20 que son de administración intravenosa. 

En un primer ensayo clínico fase II [209] se demostró, en una cohorte de 38 pacientes EMRR, 

que a los 6 meses de tratamiento con ofatumumab se consigue reducir, en prácticamente la 

totalidad de pacientes, la aparición de nuevas lesiones en T2 y captantes de gadolinio. En un 

segundo ensayo fase II, llamado MIRROR [210], se estudiaron en 232 pacientes EMRR distintas 

dosis del fármaco, en comparación con un grupo placebo. A los 6 meses, la tasa de brotes fue 

superior en el grupo placebo que en cualquiera de las dosis de ofatumumab, con una reducción 

del 65% al 90% en el número acumulado de lesiones captantes de gadolinio. Posteriormente se 

realizaron dos ensayos fase III: ASCLEPIOS I y II [211] en alrededor de 900 pacientes EMRR 

tratados con ofatumumab subcutáneo, en comparación con un grupo que recibía teriflunomida 

oral. La tasa anualizada de brotes fue menor en los grupos de ofatumumab, donde también se 

observó una mayor reducción del riesgo de PCD. Ofatumumab promovió también una supresión 

más eficaz de la actividad observada en RM, con una reducción significativa en la aparición de 

lesiones en T2 y captantes de gadolinio. Sin embargo, no hubo diferencias con teriflunomida en 

el análisis de mejora de la discapacidad ni en las tasas de atrofia cerebral a los 6 meses de 

tratamiento. 
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 Ublituximab 

Aunque aún no ha sido aprobado, se están realizando ensayos clínicos en un cuarto TME anti-

CD20. En este caso, se trata de un anticuerpo quimérico modificado mediante glucoingeniería 

para potenciar su afinidad por el receptor de inmunoglobulinas FcγRIII [212], de tal manera que 

aumente su capacidad de lisis celular mediante citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos. Al ser un anticuerpo quimérico, al igual que rituximab, debe monitorizarse la 

potencial producción anticuerpos neutralizantes del fármaco. 

En un ensayo fase II [213] en 48 pacientes EMRR, frente a placebo, se observó una reducción del 

10% del volumen lesional en T2 con un 100% de reducción en la aparición de nuevas lesiones 

captantes de gadolinio. Posteriormente, se realizaron dos ensayos clínicos fase III: ULTIMATE I y 

II [214] en los que se utilizó teriflunomida como comparador activo, con mejoras significativas 

en la reducción de la tasa anualizada de brotes y en el número total de lesiones captantes de 

gadolinio y lesiones en T2. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre los fármacos al 

estudiar la PCD ni los cambios en el volumen cerebral. Además, un 45% de los pacientes tratados 

con ublituximab alcanzaron NEDA, un 30% más que los que lo lograron con teriflunomida. Se 

prevé tener resultados de los estudios de extensión, con la posible aprobación del fármaco para 

la EM, en el año 2023. 

 

1.10 BIOMARCADORES DE RESPUESTA A TRATAMIENTO 

1.10.1 Biomarcadores de respuesta a tratamiento en EMRR 

El manejo clínico de la EM es realmente complicado debido a la alta heterogeneidad de la 

enfermedad, por lo que es necesario encontrar biomarcadores que faciliten estos procesos. Un 

biomarcador se define como cualquier sustancia, estructura o proceso que puede medirse 

objetivamente en el organismo o en sus productos y que influye o predice la incidencia de un 
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resultado o de una enfermedad [215], o la respuesta farmacológica a una terapia [216]. Los 

biomarcadores pueden ser moleculares, histológicos, radiológicos o fisiológicos [217], y pueden 

clasificarse, según su función, en marcadores diagnósticos, pronósticos, de progresión y de 

respuesta al tratamiento [218].  

En la actualidad, la tasa de brotes, la progresión de la discapacidad y la carga lesional son 

parámetros útiles para evaluar la actividad de la EM y la respuesta al tratamiento. Sin embargo, 

aunque es posible estandarizar estas características en cohortes grandes de pacientes, no es 

extrapolable a pacientes individuales [219]. Por tanto, existe una necesidad aun no cubierta de 

encontrar biomarcadores que sean lo suficientemente específicos, sensibles y rentables para 

evaluar la eficacia terapéutica y, en consecuencia, lograr una medicina personalizada en la EM 

[220], posibilitando la selección de los pacientes con alta probabilidad de responder a un 

tratamiento específico. 

Como ya se ha comentado, en las últimas 3 décadas ha crecido exponencialmente el número de 

opciones terapéuticas para la EMRR. Sin embargo, el hallazgo de buenos biomarcadores que 

predigan la respuesta a los mismos no está corriendo la misma suerte, por lo que el fracaso y 

cambio de línea terapéutica es algo común. En la EMPP, donde ocrelizumab es la única opción 

disponible, tampoco hay biomarcadores validados de respuesta a este tratamiento. Dado el mal 

pronóstico de estos pacientes y los nuevos ensayos clínicos que ofrecen otras opciones a estos 

pacientes (por ejemplo, el ensayo clínico fase III FENtrepid evalúa la eficacia de fenebrutinib en 

pacientes EMPP utilizando ocrelizumab como comparador activo), la búsqueda de 

biomarcadores de respuesta a ocrelizumab en la EMPP es una línea de investigación prioritaria. 

o Anticuerpos neutralizantes 

Fueron las primeras moléculas utilizadas como biomarcadores de respuesta al tratamiento ya 

que son producidos tras la administración de algunos TME de naturaleza proteica, con la 

consiguiente disminución de su biodisponibilidad. La presencia mantenida en el tiempo y a 
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títulos elevados de anticuerpos anti-IFNβ afecta negativamente a la progresión de la EM [221], 

pudiendo ser útiles para la identificación de pacientes que respondan de forma subóptima [222]. 

Sin embargo, los anticuerpos neutralizantes frente a acetato de glatirámero no se asocian a una 

disminución de la eficacia farmacológica [223], y en los formados frente a natalizumab solo hay 

disminución del beneficio si éstos se mantienen en el tiempo [224]. La formación de estos 

anticuerpos neutralizantes se ha asociado a la aparición de reacciones de hipersensibilidad en 

pacientes tratados con natalizumab [225]. 

o Factores solubles 

El estudio de ciertas moléculas solubles implicadas en inflamación también puede ser útil en la 

búsqueda de biomarcadores de respuesta. Se ha descrito que, previo a iniciar un TME, los 

pacientes con niveles bajos de IL-10 en suero son candidatos a una mejor respuesta a IFNβ [226], 

justo lo contrario a lo que sucede en pacientes con niveles elevados de IL-17 sérica [227].  

CXCL13, una  quimiocina atrayente de linfocitos B, también puede considerarse un biomarcador 

de respuesta óptima a ciertos fármacos ya que se ha encontrado una disminución de la molécula 

en pacientes tratados con natalizumab [228] y con rituximab [140].  

o Cadenas ligeras de los neurofilamentos 

Los neurofilamentos son proteínas del citoesqueleto axonal compuestas por cadenas ligeras 

(NfL), medianas y pesadas, según su peso molecular [229], y que tienen un papel primordial en 

el mantenimiento de la estructura y en el transporte axonal [230]. Al producirse daño axonal, el 

citoesqueleto se desestructura, liberándose neurofilamentos al LCR. Esto los convierte en un 

buen biomarcador de daño axonal de diferentes trastornos neurológicos, entre los que se 

incluye la EM [231]. En comparación con controles sanos, los niveles de NfL en LCR están 

elevados en pacientes con EM, y presentan niveles aún más altos durante los brotes, lo que 

refleja el daño axonal agudo mediado por la inflamación [232]. Además, el aumento de los 

niveles de NfL en LCR es un factor de riesgo para la conversión de un SCA [233] o de un SRA [234] 
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en una EM clínicamente definida. En la EM, los niveles de NfL en LCR se asocian con un mayor 

número de lesiones en T1 y en T2, con más lesiones captantes de gadolinio, y con una mayor 

discapacidad. Además, se ha visto que concentraciones elevadas de NfL en LCR se asocian con 

la presencia de BOCM-LE y con un mayor número de linfocitos B en LCR [235]. 

Los niveles de estas moléculas en LCR se asocian también con la respuesta al tratamiento. Se ha 

visto que el IFNβ es capaz de reducir niveles de NfL [236] aunque la disminución es 

considerablemente mayor en pacientes tratados con fingolimod [237] o natalizumab [238]. Este 

último, tras un año de tratamiento reduce la concentración de NfL en LCR hasta niveles 

encontrados en controles sanos [238]. Rituximab también reduce los niveles de NfL en pacientes 

con EMRR [239] y EMPP [240], especialmente en aquellos con enfermedad activa. Sin embargo 

su cuantificación intratecal no es útil para la monitorización del tratamiento en la práctica clínica 

habitual, donde generalmente no está indicada la punción lumbar más allá del diagnóstico de la 

enfermedad.  

Con la llegada de la tecnología SIMOA (del inglés, Single Molecule Array Technology) se ha 

posibilitado la cuantificación de los niveles de NfL en muestras de suero, con una alta 

sensibilidad. Además, se ha encontrado una fuerte asociación entre los niveles de NfL en LCR y 

suero [241], lo que convirtió el estudio de estas moléculas en suero como un potencial 

biomarcador en la EM. Así, se ha visto que los niveles de NfL en suero (sNfL) están aumentados 

en pacientes con EM y se correlacionan positivamente con la actividad observada en RM, con el 

número de brotes y con el deterioro de la discapacidad física [241, 242]. 

Del mismo modo, se ha publicado que la concentración de sNfL disminuye tras el tratamiento 

con IFNβ [243] o tras el cambio de terapia a fingolimod [244], que los niveles de sNfL son 

menores en pacientes que han recibido algún TME respecto de aquellos que no han sido 

tratados, y que la disminución de esos niveles está inversamente correlacionada con la duración 

de la terapia [241]. La respuesta óptima al tratamiento con dimetilfumarato se asocia con niveles 
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bajos de sNfL [245]. Recientemente, se incluyó por primera vez el estudio de los sNfL como 

criterio de valoración en el ensayo ASCLEPIOS con ofatumumab, encontrado una disminución 

mayor en pacientes tratados con este fármaco respecto a los tratados con teriflunomida [211].  

o Poblaciones leucocitarias 

La citometría de flujo ha posibilitado el estudio inmunofenotípico de los pacientes con EM. El 

estudio de LCR, aunque es algo complicado por la escasa celularidad y la invasividad en la 

obtención de muestras seriadas, refleja de manera fiel lo que ocurre en el parénquima del SNC 

en el momento de la extracción de la muestra. En cambio, el estudio de poblaciones leucocitarias 

en sangre periférica es mucho menos invasivo y permite investigar los cambios inmunológicos 

producidos en respuesta a diferentes tratamientos, con el objetivo de identificar a los 

respondedores óptimos. 

En este sentido, se ha descrito que la respuesta óptima al IFNβ puede establecerse con un 

porcentaje de linfocitos B CD5+ o de linfocitos T CD8+ productores de perforina inferiores al 

3,0% y 2,6%, respectivamente [246]. Del mismo modo, los respondedores a IFNβ presentan una 

expansión de linfocitos T CD4+ de fenotipo regulador [247] y de células NK CD56bright [248]. 

Esta última población NK se ha estudiado en otros fármacos, observándose un aumento en 

respuesta a daclizumab [153], alemtuzumab [154] y dimetilfumarato [135]. La respuesta a 

acetato de glatirámero se ha relacionado con una disminución de la expresión de CD40 en 

células dendríticas [249]. La mala respuesta a fingolimod se asocia a niveles elevados de 

linfocitos B transicionales, linfocitos T CD4-CD8- y emigrantes tímicos recientes, previo al 

tratamiento [250]; mientras que una respuesta óptima se da en pacientes con niveles basales 

disminuidos de plasmablastos y aumentados de células NK CD56bright [156]. La respuesta óptima 

a natalizumab se asocia a la disminución de expresión de CD49d en células mononucleares de 

sangre periférica, lo que rebaja su capacidad de migración [251]. La buena respuesta a 

dimetilfumarato está marcada por el aumento de NK CD56bright y la disminución de los 
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linfocitos B de memoria y de los linfocitos T CD4+ y T CD8+ con fenotipo de memoria central, de 

linfocitos T CD4+ productores de IFNγ, de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ y TNFα, y de 

linfocitos B productores de TNFα [135]. La respuesta óptima a teriflunomida se asocia a una 

reducción de linfocitos T CD8+ con fenotipo terminalmente diferenciado [252]. Además, este 

fármaco aumenta en los monocitos de sangre periférica la expresión de la molécula PD-L1 

(ligando-1 de muerte programada), la cual promueve un ambiente tolerogénico, revirtiendo el 

estado de inflamación que se da en la EM [252]. Aunque todos estos biomarcadores son 

prometedores, carecen de utilidad clínica mientras no sean validados en grandes estudios 

multicéntricos con nuevas cohortes de pacientes.  

1.10.2 Biomarcadores de respuesta a tratamiento en EMPP 

Hasta la fecha, pocos estudios se han centrado en la búsqueda de biomarcadores de respuesta 

a TME en la EMPP, debido en parte al poco arsenal terapéutico disponible para esta forma de la 

enfermedad.  

OBOE (del inglés, Ocrelizumab Biomarker Outcome Evaluation) [253] ha sido el principal ensayo 

clínico realizado para encontrar biomarcadores a ocrelizumab en 28 pacientes con EMPP. En 

LCR, los linfocitos B y T se redujeron tras el tratamiento, aunque no se realizaron estudios 

diferenciales de subpoblaciones. La molécula CXCL13 también tendió a disminuir tras 

ocrelizumab, pero no alcanzó significación estadística. En un primer análisis de esta cohorte se 

observó una disminución de los niveles de NfL tanto en suero como en LCR a las 12 semanas de 

tratamiento [254], la cual no se mantuvo a las 52 semanas, aunque los niveles fueron más bajos 

en los pacientes con lesiones basales captantes de gadolinio que en los que no [253]. 

Recientemente se han publicado los resultados de un estudio en 378 pacientes con EMPP 

tratados, fuera de ficha técnica, con fingolimod. Previo al tratamiento, se observó una 

correlación entre los niveles de sNfL y edades más avanzadas de los pacientes, mayor 

discapacidad, dependencia más temprana del uso de silla de ruedas, mayor carga lesional, 



1. Introducción 
 

- 59 - 
 

mayor riesgo de PCD, mayor deterioro cognitivo y mayores tasas de atrofia cerebral. Sin 

embargo, la progresión de la discapacidad en pacientes con niveles altos de sNfL fue 

independiente de la presencia de lesiones en la RM basal, poniendo de manifiesto la relevancia 

del NfL como potencial biomarcador. Tras fingolimod, los niveles de NfL disminuyeron frente a 

los de los pacientes tratados con placebo, permaneciendo elevados en respondedores 

subóptimos al fármaco, en los que se determinó progresión de su discapacidad [255].
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En las últimas décadas ha aumentado exponencialmente el número de opciones terapéuticas 

disponibles en la EM. Sin embargo, no es así para la forma primariamente progresiva, que afecta 

a aproximadamente al 15% de los pacientes. La práctica totalidad de las terapias que han 

demostrado eficacia en la forma EMRR no han logrado alterar el curso de la EMPP. De hecho, en 

el momento actual, ocrelizumab es el único TME aprobado (por la FDA en 2017 y por la EMA en 

2018) para pacientes diagnosticados de la forma primariamente progresiva. 

El ensayo clínico ORATORIO demostró la eficacia y seguridad del anti-CD20 ocrelizumab en la 

EMPP, logrando reducciones en la progresión de la discapacidad, la tasa de brotes, el número 

de lesiones en resonancia magnética, la disminución en el volumen lesional, la menor reducción 

del volumen cerebral y la mejoría clínica en el test de los 25 pasos. Estos datos son los que 

permitieron su aprobación y, estudios de extensión posteriores han comprobado que la eficacia 

y seguridad se mantienen con éxito durante al menos 6 años de seguimiento.  

Sin embargo, el potencial éxito de las terapias dirigidas frente a linfocitos B en la forma EMPP 

ya se había puesto de manifiesto algunos años antes con el ensayo clínico OLYMPUS, en el que 

se evaluó a rituximab, otro anticuerpo monoclonal anti-CD20. Aunque rituximab cumplió varios 

de sus objetivos secundarios, no obtuvo significación estadística en su objetivo primario de 

reducir la progresión de la discapacidad, por lo que se desestimó su aprobación. Un posterior 

análisis de subgrupos mostró que dicha progresión sí se redujo significativamente en el grupo 

de pacientes más jóvenes (<51 años de edad) y/o con evidencia de una mayor actividad 

inflamatoria de su enfermedad. Precisamente estos resultados proporcionaron la justificación y 

el diseño del ensayo con ocrelizumab.  

Hay diferencias notables en el reclutamiento y en las características basales de los pacientes con 

EMPP participantes en el ensayo OLYMPUS de rituximab frente a los del ensayo ORATORIO con 

ocrelizumab. En el primero se reclutaron pacientes con una media (rango) de edad de 50,1 (18,0-

65,0) años frente a 44,7 (20,0-56,0) años para los pacientes de ocrelizumab. Los pacientes del 
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OLYMPUS presentaban una duración más larga de su enfermedad respecto a los de ORATORIO 

(9,2 años de media frente a 6,7) aunque con una media (rango) de EDSS similar: 4,8 (2,0-6,5) 

frente a 4,7 (2,0-7,0). El 65,0% de los pacientes del ensayo de rituximab no había recibido TME 

previos frente al 88,7% de los pacientes del ensayo de ocrelizumab. Además, el porcentaje de 

pacientes con lesiones captantes de gadolinio fue ligeramente superior en el ensayo ORATORIO, 

un 27,5% frente al 24,1% del ensayo OLYMPUS. 

Por todo lo anterior, no queda claro si ocrelizumab es igual de eficaz en todos los pacientes con 

EMPP, o si, por el contrario, y al igual que ocurrió en el análisis de subgrupos del ensayo con 

rituximab, tiene un potencial superior en pacientes más jóvenes y con un mayor estado 

inflamatorio basal. Además, tampoco se conocen los efectos del fármaco sobre el sistema 

inmunitario, por lo que es necesario entender el impacto que tiene sobre las diferentes 

poblaciones inmunológicas y su posible asociación con la respuesta al tratamiento. 

Pese a ser el único fármaco aprobado para la EMPP en el momento actual, se están realizando 

nuevos ensayos clínicos, principalmente en moléculas inhibidoras de la BTK (tirosín-quinasa de 

Bruton). Ante la llegada inminente de nuevas opciones terapéuticas, resulta imprescindible la 

identificación de respondedores óptimos a ocrelizumab y, por tanto, la búsqueda de 

biomarcadores clínicos y/o inmunológicos de respuesta al mismo. 
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Ocrelizumab tiene un efecto claro aunque modesto en pacientes diagnosticados de EMPP, con 

unos buenos perfiles de seguridad y eficacia mantenidos en el tiempo. Rituximab, otro anti-

CD20, también demostró su eficacia pero solo en un subgrupo de pacientes más jóvenes y con 

altos niveles de inflamación basal, reflejado por la presencia de lesiones captantes de gadolinio 

en la RM, previo inicio del tratamiento. Las características basales de los pacientes que 

participaron en el ensayo clínico ORATORIO de ocrelizumab eran similares al subgrupo en el que 

rituximab demostró su eficacia, de tal manera que no queda claro si el efecto superior de 

ocrelizumab sobre rituximab depende solo de su mecanismo de acción, o si bien es que actúa, 

tanto clínica como inmunológicamente, de diferente manera en función del estado inflamatorio 

de los pacientes. La citometría de flujo es una de las mejores herramientas para realizar un 

seguimiento exhaustivo de los cambios que producen estas terapias sobre poblaciones 

celulares. Estudiando una gran cantidad de poblaciones leucocitarias, así como sus perfiles 

inmunofenotípicos de producción de citoquinas, podrían caracterizarse los efectos que produce 

ocrelizumab en pacientes con formas primariamente progresivas. Una vez explorados esos 

cambios, podrían encontrarse biomarcadores que, además de contribuir a la monitorización, 

identifiquen qué pacientes son los que obtendrán un mayor beneficio de esta terapia.  

Así, los objetivos de esta tesis fueron: 

 La identificación de los cambios inducidos por el fármaco ocrelizumab sobre 

subpoblaciones leucocitarias de sangre periférica de pacientes con EMPP. 

 La búsqueda de biomarcadores que identifiquen de forma precoz a los respondedores 

óptimos y subóptimos a ocrelizumab en pacientes con EMPP. 

 La exploración de los mecanismos inmunológicos asociados a respuestas 

óptimas/subóptimas a ocrelizumab, en pacientes EMPP con diferentes niveles de 

inflamación basal, con la finalidad de desentrañar nuevas y potenciales dianas 

terapéuticas.
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4.1 EFFECT OF OCRELIZUMAB IN BLOOD LEUKOCYTES OF PATIENTS WITH PRIMARY 

PROGRESSIVE MS 

Fernández-Velasco JI, Kuhle J, Monreal E, Meca-Lallana V, Meca-Lallana J, Izquierdo G, Gascón-

Giménez F, Sainz de la Maza S, Walo-Delgado PE, Maceski A, Rodríguez-Martín E, Roldán E, 

Villarrubia N, Saiz A, Blanco Y, Sánchez P, Carreón-Guarnizo E, Aladro Y, Brieva L, Íñiguez C, 

González-Suárez I, Rodríguez de Antonio LA, Masjuan J, Costa-Frossard L, Villar LM. Effect of 

Ocrelizumab in Blood Leukocytes of Patients With Primary Progressive MS. Neurol 

Neuroimmunol Neuroinflamm. 2021 Jan 6; 8(2): e940 

Antecedentes: En aproximadamente el 15% de los casos, la EM comienza con un 

empeoramiento progresivo de la discapacidad sin periodos de remisión. Esta forma de la 

enfermedad se conoce como EM primariamente progresiva (EMPP) y se asocia a un peor 

pronóstico. Ocrelizumab es el único tratamiento modificador de enfermedad aprobado para la 

EMPP, desde que su eficacia y seguridad quedaran demostradas en el ensayo clínico ORATORIO. 

Nuestro objetivo fue analizar los cambios inducidos por ocrelizumab en las células inmunitarias 

de la sangre periférica de pacientes EMPP. 

Diseño del estudio: Longitudinal, prospectivo, multicéntrico. 

Pacientes: Se incluyeron 53 pacientes con EMPP que iniciaron el tratamiento con ocrelizumab. 

Métodos: Se aislaron células mononucleares de sangre periférica heparinizada antes de iniciar 

tratamiento con ocrelizumab y 6 meses después, y se criopreservaron hasta su utilización. Los 

ensayos se hicieron en paralelo en las muestras basales y de 6 meses de tratamiento. Se 

estudiaron subpoblaciones leucocitarias efectoras, de memoria y reguladoras por citometría de 

flujo. Los niveles séricos de las cadenas ligeras de neurofilamentos se obtuvieron mediante 

tecnología SIMOA. Las comparaciones entre muestras basales y de 6 meses de tratamiento 
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fueron analizadas mediante el test de Wilcoxon. Los valores de significación estadística fueron 

corregidos por el test de Bonferroni.  

Resultados: Ocrelizumab consiguió una depleción casi completa del número total de linfocitos 

B a los 6 meses de tratamiento en pacientes EMPP. Esto lo logró a expensas de la reducción en 

los números de células B naïve, B de memoria y células B productoras de interleuquina (IL)-6, IL-

10, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) y factor de necrosis 

tumoral-alfa (TNFα). Por el contrario, las proporciones de plasmablastos y células B productoras 

de GM-CSF e IL-6 aumentaron significativamente, sugiriendo la necesidad de continuar el 

tratamiento. También se observó una disminución del número y porcentaje de células T CD20+, 

así como una clara remodelación del compartimento de células T,  con aumento relativo de las 

proporciones naïve/efectoras en las células T CD4+ y T CD8+, y disminución relativa de las células 

T CD4+ y T CD8+ que producen interferón-gamma. El número total de monocitos aumentó a 

expensas de aquellos que expresan PD-L1 en su membrana, pero no se observaron cambios en 

los productores de citoquinas inflamatorias. Las variaciones inmunológicas se asociaron a una 

reducción de los niveles séricos de las cadenas ligeras de neurofilamentos (sNfL). La disminución 

en los niveles de sNfL se observó tanto en pacientes con lesiones captantes gadolinio como en 

los pacientes sin tales lesiones pero con sNfL basales superiores a 10 pg/mL. 

Conclusiones: En la EMPP, la drástica depleción de las células B efectoras cambia la respuesta 

de células T hacia un perfil tolerogénico, reflejado por la disminución de los niveles de sNfL. 
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Abstract
Objective
To analyze the changes induced by ocrelizumab in blood immune cells of patients with primary
progressive MS (PPMS).

Methods
In this multicenter prospective study including 53 patients with PPMS who initiated ocreli-
zumab treatment, we determined effector, memory, and regulatory cells by flow cytometry at
baseline and after 6 months of therapy. Wilcoxon matched paired tests were used to assess
differences between baseline and 6 months’ results. p Values were corrected using the Bon-
ferroni test.

Results
Ocrelizumab reduced the numbers of naive and memory B cells (p < 0.0001) and those of
B cells producing interleukin (IL)-6, IL-10, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), and tumor necrosis factor-alpha (TNFα) (p < 0.0001 in all cases). By contrast, the
proportions of plasmablasts and B cells producing GM-CSF and TNFα increased significantly,
suggesting the need for treatment continuation. We also observed a decrease in CD20+ T-cell
numbers (p < 0.0001) and percentages (p < 0.0001), and a clear remodeling of the T-cell
compartment characterized by relative increases of the naive/effector ratios in CD4+ (p =
0.002) and CD8+ (p = 0.002) T cells and relative decreases of CD4+ (p = 0.03) and CD8+ (p =
0.004) T cells producing interferon-gamma. Total monocyte numbers increased (p = 0.002),
but no changes were observed in those producing inflammatory cytokines. The immunologic
variations were associated with a reduction of serum neurofilament light chain (sNfL) levels (p
= 0.008). The reduction was observed in patients with Gd-enhanced lesions at baseline and in
Gd− patients with baseline sNfL >10 pg/mL.

Conclusions
In PPMS, effector B-cell depletion changed T-cell response toward a low inflammatory profile,
resulting in decreased sNfL levels.
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MS is the most prevalent demyelinating disease of the CNS.
Most patients initially show with a relapsing-remitting (RR)
course. However, in about 10% of the cases, the disease starts
with a progressive disability worsening without remission
periods.1 This form of the disease is known as primary pro-
gressive MS (PPMS) and is associated with a poorer prog-
nosis.2 Classically, patients with PPMS do not benefit of
disease-modifying treatments approved for the relapsing form
of the disease.3 This changed recently with the approval of
ocrelizumab (Ocrevus; Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany)
as a disease‐modifying treatment for PPMS. Its efficacy and
safety were demonstrated in the ORATORIO phase III
clinical trial.4.5

At the molecular level, these humanized antibodies selectively
target cells that express CD20 on their surface. The CD20
molecule is expressed in most B-cell subsets as pre-B, naive,
and memory B cells, whereas it is absent in stem cells, pro-B
cells, and plasma cells. Accordingly, ocrelizumab treatment
results in B depletion mediated by complement, cellular cy-
totoxicity, or apoptosis.6 However, its effect on other immune
cell subsets has not been fully addressed. The effects of B-cell
depletion by rituximab, another CD20 monoclonal antibody,
were studied in patients with RRMS. Flow cytometry dem-
onstrated reduced CSF B cells and T cells in most patients 6
months after treatment.7 CD4+ and CD8+ T-cell reduction
remained stable with subsequent rituximab cycles. This was
also observed in other immune cell types.8 Future studies will
address whether additional changes are observed in patients
with RRMS treated with ocrelizumab. In this line, a nearly
complete depletion of B cells was observed in patients with
PPMS 2 weeks after the administration of a single dose of this
drug.9,10 However, CD20 is also expressed on a small subset
of CD3+ T cells, a highly activated subset of T cells displaying
increased expression of activation markers and production of
proinflammatory cytokines.11,12 These cells are found in
blood, CSF, and chronic brain lesions of patients with MS12,13

and have shown to be effectively depleted by rituximab in
patients with RRMS14 and ocrelizumab in a small cohort of 21
patients with MS (only 4 of them classified as patients with
PPMS).9,10 Despite these data, less is known about the effect
of ocrelizumab in different T- and B-cell subsets as well as on
natural killer (NK) cells and monocytes.

We describe the changes induced by ocrelizumab in blood
immune cells of patients with PPMS to further understand the
effect of the drug in the abnormal inflammatory response
taking place in these patients.

Methods
This multicenter prospective longitudinal study included 53
patients diagnosed with PPMS according to the McDonald
criteria15 who consecutively initiated ocrelizumab treatment in
10 university hospitals. Basal patient data are depicted in table 1.

MRI examination was performed within 1 month before
treatment initiation following clinical protocols established in
each of the centers.

Sample Collection
Patient heparinized blood specimens were obtained just be-
fore initiating ocrelizumab treatment and 6months thereafter,
before the second dosing. Samples were sent to the Immu-
nology Department of Hospital Ramón y Cajal (Madrid)
where peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
separated 24 hours after blood collection, including those
collected at the same hospital, and cryopreserved until stud-
ied. Basal and 6-month samples were studied simultaneously
to avoid interassay variability. Serum samples were stored at
−80°C until processed. A second aliquot of fresh blood col-
lected in an EDTA tube was used to explore total lymphocyte
and monocyte counts in a Coulter counter.

Monoclonal Antibodies
CD8-FITC, CD20-FITC, CD24-FITC, interferon-gamma
(IFNγ)-FITC, interleukin (IL)-1β-FITC, CD27-PE, IL-10-
PE, CD197 (CCR7)-PE, GM-CSF-PE, CD3-PerCP, tumor
necrosis factor-alpha (TNFα)-PerCP-Cy5.5, CD19-PE-Cy7,
CD25-PE-Cy7, programmed death-ligand 1 (PD-L1)-PE-
Cy7, CD45RO-APC, CD56-APC, IL-12-APC, IL-6-APC,
CD4-APC-H7, CD8-APC-H7, CD14-APC-H7, CD38-APC-
H7, CD3-BV421, CD127-BV421, IL-6-BV421, CD45-V500
(BD Biosciences, San Jose, CA), and IL-17-APC (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN).

Labeling of Surface Molecules
We prepared aliquots of 106 PBMCs in RPMI 1640 medium
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), labeled them with
adequate amounts of fluorescence-labeled monoclonal anti-
bodies during 30 minutes at 4°C in the dark. Cells were
washed twice with PBS and analyzed by flow cytometry as
detailed below.

In Vitro Stimulation and Intracellular
Cytokine Staining
We studied intracellular production of pro- and anti-inflammatory
cytokines by B and T lymphocytes as previously described.16 In

Glossary
EM = effector memory; GM-CSF = granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN-γ = interferon-gamma; Ig =
immunoglobulin; IL = interleukin; NK = natural killer; PBMC = peripheral blood mononuclear cell; PD-L1 = programmed
death-ligand 1; PPMS = primary progressive MS; RRMS = relapsing-remitting MS; sNfL = serum neurofilament light chain;
TD = terminally differentiated; TNFα = tumor necrosis factor-alpha.
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addition, we explored intracellular cytokine production by
monocytes by stimulating aliquots of 106 PBMCs with 1 mg/mL
lipopolysaccharide (from Escherichia coli O111: B4; Merck,
Kenilworth, NJ) during 4 hours at 37°C in 5% CO2.

Flow Cytometry
PBMCs were analyzed within 1 hour after antigen labeling.
Isotype controls were used for setting mean auto-
fluorescence values. Results obtained were analyzed using
FACSDiva software V.8.0 (BD Biosciences) as previously
described.16 A minimum amount of 5 × 104 events were
analyzed. The gating strategy is shown in figure e-1 (links.
lww.com/NXI/A368). For intracellular cytokine staining,
nonstimulated PBMCs were used as control of basal pro-
duction (figure e-2, links.lww.com/NXI/A369). We ex-
plored intracellular production of IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12,
and TNFα by monocytes; IFNγ, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF), TNFα, IL-17, and IL-
10 by CD4 and CD8 T cells; and IL-6, IL-10, TNFα, and
GM-CSF by B cells.

Flow Cytometry Analyses
To avoid bias due to B-cell depletion, we analyzed total cell
counts per microliter for every leukocyte subset. This was
calculated by exploring percentages over total mononuclear
cells (CD45+) and total lymphocyte and monocyte numbers
as described above. In addition, we recorded the values of
every T, B, NK, and monocyte subset relative to total T, B,
NK, and monocyte cells, respectively.

Immunoglobulin and sNfL Quantification
Immunoglobulin (Ig) G, IgA, and IgM levels were measured
by nephelometry on a BN ProSpec analyzer (Siemens
Healthcare Diagnostics). Serum neurofilament light chain
(sNfL) levels were quantified in a SR-X instrument (Quan-
terix, Lexington, MA) using the single molecule array NF-
light Advantage Kit technique (Quanterix, Billerica, MA).17

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 6.0
software (GraphPad Prism Inc., San Diego, CA). Differences
between basal and 6months samples were assessed byWilcoxon
matched paired tests. p Values were adjusted using the Bonfer-
roni method. p Values below 0.05 were considered significant.

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents
This study was approved by the Ramón y Cajal University
Hospital Clinical Research Ethics Committee. Written in-
formed consent was obtained from every patient before entry.

Data Availability
Anonymized data supporting the findings of this study will be
shared by any qualified investigator during 3 years after the
publication of the study on reasonable request.

Results
Fifty-three patients with PPMS (43% females) treated with
ocrelizumab for at least 6 months were included in this study.
Median (range) age and disease durationwere respectively 52.0
(33.0–67.0) and 8.8 (1.4–15.4) years, respectively, and the
median Expanded Disability Status Scale score was 6 (2–8) at
baseline. MRI data from 48 patients were available. A low
baseline activity (defined as less than 10 lesions) was observed
in 22.9%of patients, with amoderate activity (10–50 lesions) in
60.5% and a high (50–100 lesions) or very high activity (>100
lesions) in 16.6%. Twelve patients (25%) of our cohort showed
at least 1 contrast-enhancing lesion (table 1).

We studied the changes induced by ocrelizumab in the pe-
ripheral blood mononuclear cell counts after 6 months of
treatment. Patients experienced a discrete decrease in the
absolute lymphocyte counts, not reaching statistical signifi-
cance (ns) after Bonferroni correction and a clear increase in
absolute CD14+ monocyte counts (p = 0.002, table e-1, links.
lww.com/NXI/A372). We further addressed the impact of
this drug on the absolute numbers and population percent-
ages of different leukocyte subsets.

B Cells
As expected, total CD19+ B-cell counts were strongly reduced
after ocrelizumab treatment (p < 0.0001, figure 1A and table
e-1, links.lww.com/NXI/A372). We first explored effector
and memory B-cell subsets. Ocrelizumab induced a decrease
in naive and memory B-cell numbers (both p < 0.0001, figure
1A and table e-1) and of plasmablasts although the last one
did not reach statistical significance (p = 0.06, figure 1A and
table e-1). On the other hand, it caused a clear increase in
percentages of plasmablasts and transitional B cells (both p <
0.0001, figure 1B and table e-1) relative to total CD19+ B cells.

When we evaluated intracellular cytokine production by
B cells, we observed a drastic reduction in IL-6, IL-10, GM-

Table 1 Baseline Data and Patient Characteristics (n = 53)

Age, y, median (range) 52.0 (33.0–67.0)

Sex, F/M 23/30

Disease duration, y, median (range) 8.8 (1.4–15.4)

EDSS score, median (range) 6.0 (2.0–8.0)

Patients showing contrast-enhancing
lesions (n = 48), n (%)

12 (25.0)

T2 lesions on MRI (n = 48), n (%)

<10 lesions 11 (22.9)

10–50 lesions 29 (60.5)

50–100 lesions 4 (8.3)

>100 lesions 4 (8.3)

Abbreviation: EDSS = Expanded Disability Status Scale.
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CSF, and TNFα B-cell numbers (all p < 0.0001, figure 1C and
table e-2, links.lww.com/NXI/A373). Ocrelizumab also in-
duced a decrease in the percentage of B cells producing TNFα
(p < 0.0001) relative to total CD19+ B cells and a clear in-
crease in the proportion of regulatory B cells producing IL-10
(p < 0.0001). By contrast, we also observed relative increases
in the percentages of B cells producing IL-6 (p = 0.004) and
GM-CSF (p < 0.0001) (figure 1D and table e-2).

T Cells
We next studied the effects of ocrelizumab in CD4+ T-cell
subsets. No significant differences were observed in the total
cell numbers except for a trend toward an increase in Treg
CD4+ cells (p = 0.03, ns after Bonferroni correction, table e-1,
links.lww.com/NXI/A372). However, we found a clear de-
crease in the percentage of terminally differentiated (TD) (p
< 0.0001) CD4+ T subset relative to total CD4+ T cells and a
trend toward relative increases in the percentages of naive
CD4+ T cells (p = 0.005, ns after Bonferroni correction) as
shown in figure 2A and table e-1. When we explored CD8+

T cells, we found a decrease in effector memory (EM) CD8+

T-cell percentages relative to total T CD8+ cells (p = 0.001,
figure 2B and table e-1). We also observed an increase in the
percentage of naive CD8+ T cells (p = 0.01, figure 2B and
table e-1). In addition, we found clear increases in the ratios
between naive/TD CD4+ T cells (p = 0.002, figure 2A and
table e-1) and naive/EM CD8+ T cells (p = 0.002, figure 2B
and table e-1). These increases were maintained for the ratios
between naive and effector subsets (naive/EM + TD ratio) in
both CD4+ (p = 0.009, figure 2A and table e-1) and CD8+ (p =
0.002, figure 2B and table e-1) T cells.

CD20+ T cells were analyzed in 39 patients with PPMS of our
cohort. We observed a marked decrease in this subset both in
absolute numbers (p < 0.0001) and in the percentage of
CD20+ T cells relative to CD3+ T cells (p < 0.0001) (table
e-1, links.lww.com/NXI/A372). In addition, we explored
changes after 6 months of ocrelizumab treatment in CD4+

and CD8+ T-cell subsets expressing or not CD20 (figures e-3,
links.lww.com/NXI/A370 and e-4, links.lww.com/NXI/
A371). We found significant decreases in the percentages of
all CD4+CD20+ and CD8+CD20+ subsets related to total
CD4+ and CD8+ T cells, respectively. However, when we
explored CD20− T-cell subsets, we observed only a decrease
of TD CD4+ (p = 0.002) and EM CD8+ (p = 0.0008) T-cell
subsets and an increase of naive CD8+ T cells (p = 0.007),
similar to that detected in total CD4+ and CD8+ T-cell
subsets.

On studying intracellular cytokine production by CD4+ and
CD8+ T cells, no changes were found in absolute cell counts
except for a tendency to increase in IL-10–producing CD4+

cells (p = 0.04, ns after Bonferroni correction, table e-2, links.
lww.com/NXI/A373). However, we observed a clear de-
crease in the percentages of CD4+ (p = 0.03) and CD8+ (p =
0.004) T cells producing IFNγ, respectively, to total CD4+

and CD8+ T cells (table e-2).

Innate Immune Cells
When we explored innate immune cells, we observed only a
discrete decrease in the total numbers of CD56 bright NK
cells (p = 0.005, table e-1, links.lww.com/NXI/A372), an
increase in total monocyte numbers (p = 0.002, table e-1), and
a trend toward an increase in the numbers of PD-L1-
expressing monocytes (p = 0.007, ns after Bonferroni cor-
rection, table e-1). No changes were found in numbers or
proportions of monocytes producing pro- or anti-
inflammatory cytokines (table e-2, links.lww.com/NXI/
A373).

Serum Igs and NfL Levels
IgG and IgA levels remained stable after ocrelizumab treat-
ment. Only serum IgM levels decreased (p < 0.0001), but no
patient reached levels below the normal range (data not
shown). sNfL levels decreased after ocrelizumab treatment (p
= 0.008, figure 3A).

Influence of Inflammatory Status in
Ocrelizumab-Induced Changes
We finally evaluated changes in blood leukocyte subsets and
in serum Igs and NfL values in patients showing (n = 12,
Gd+) or lacking (n = 41, Gd−) gadolinium-enhanced lesion at
baseline to elucidate whether the inflammatory status could
condition ocrelizumab effects described above. No significant
differences were observed in the leukocyte subsets or serum
Igs between both groups. However, when studying sNfL, we
found a significant decrease in patients showing gadolinium-
enhancing lesions (p = 0.03, figure 3B) at baseline and only a
trend (p = 0.06) in those lacking them. Of note, when we
divided Gd− patients according to their baseline sNfL values,
we found that those with values higher than 10 pg/mL (n =
22) experienced a clear decrease on ocrelizumab treatment (p
= 0.006, figure 3C), whereas those with baseline sNfL below
10 pg/mL (n = 19) did not experience significant changes
(figure 3D).

Discussion
Ocrelizumab is a humanized monoclonal antibody that se-
lectively depletes CD20-expressing B cells, preserving the
capacity for B-cell reconstitution and preexisting humoral
immunity.18 The changes in the different peripheral blood
immune cell subsets induced by this treatment have not been
totally identified yet. We explored changes of a wide variety of
leukocytes including different T, B, NK, and monocyte sub-
sets in a multicenter prospective cohort of 53 patients with
PPMS treated with this drug, by exploring these cells in
baseline and 6 months’ samples before treatment with the
second dose of ocrelizumab.

Ocrelizumab induced a drastic depletion of CD19+ B-cell
counts mainly because of a reduction in naive and memory
subsets. In addition, we observed a trend toward a decrease in
the number of plasmablasts. If confirmed in larger series, this
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will be relevant because they are an important effector subset
inMS19 being the effect of anti-CD20 antibodies on this B-cell
subset questioned because of their low CD20 expression.20

The only B-cell subset not experiencing a decrease at 6
months was transitional B cells. In fact, the proportion of
these cells increased within the B-cell compartment, con-
firming that the B-cell repopulation is not affected by ocreli-
zumab18 because it was also observed on rituximab21 and
fingolimod treatments.22 The proportion of plasmablasts also
increased 6 months after ocrelizumab administration, sug-
gesting a rapid B-cell differentiation to effector subsets.

We also observed a dramatic decrease in the numbers of B cells
secreting TNFα, IL-6, IL-10, and GM-CSF. Moreover, there

was a relative decrease in the proportion of TNFα-producing
cells and a relative increase of IL-10–producing cells in the
B-cell compartment as reported for patients with RRMS.23

However, there were also relative increases in GM-CSF- and
IL-6-producing B cells, showing that some effector B cells can
promptly arise after ocrelizumab treatment and strongly sug-
gesting that anti-CD20 treatment does not reconstitute a fully
healthy immune system or re-establish immune tolerance in all
patients,24 supporting the need for retreatment.

Anti-CD20 treatment also alters T-cell activation and cyto-
kine production.8 We observed no significant changes in
T-cell numbers after ocrelizumab treatment, with the excep-
tion of CD20+ T cells, which clearly decreased both in number

Figure 1 Changes in Blood B-Cell Subsets on Ocrelizumab Treatment

B-cell subsets were obtained before (0M) and at 6 months (6M) of ocrelizumab treatment (n = 53). (A) Absolute numbers (cells/μL) of the different CD19+ B-cell
subsets. (B) Percentagesof theCD19+B-cell subsets related to total CD19+ cells. (C) Absolutenumbers (cells/μL) ofCD19+ cytokine-producing cells. (D) Percentages
of CD19+ cytokine-producing cells related to total CD19+ cells. Median and 25%–75% interquartile range values are shown. **p < 0.01, ****p < 0.0001. GM-CSF =
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IL = interleukin;MemB=memoryB cell; PB = plasmablasts; TNF = tumornecrosis factor; TransB= transitional
B cell.
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and percentages. This represents a unique cell population with
a highly activated phenotype, proinflammatory and migratory
properties, which has been proposed to play an important role
in MS pathology.12 Its downregulation may also be part of the
beneficial effect of ocrelizumab in PPMS. Decreases in total
CD20+ T-cell counts were also described for alemtuzumab,
fingolimod, and dimethyl fumarate, but no reductions of the

proportions within the T-cell compartment were observed for
these drugs.12 Apart from this, ocrelizumab caused in the
CD20−T cells a decline of the proportion of effector T cells, an
increase of CD8+ naive T cells, and of the ratio of naive/effector
T cells. These data confirm that B-cell depletion induces a
redistribution of the T-cell compartment, which favors naive vs
effector cells.

Figure 2 Changes in Blood T Cells Induced by Ocrelizumab Treatment

Percentages of CD4+ (A) and CD8+ (B) T-cell subsets,
referred to total CD4+ andCD8+ T cells, respectively,
obtained before (0M) and at 6 months (6M) of
ocrelizumab treatment (n = 53). Median and
25%–75% interquartile range values are shown.
*p< 0.05, ***p< 0.001, ****p< 0.0001.CM= central
memory; EM = effector memory; TD = terminally
differentiated.
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Ocrelizumab also shows an effect in cytokine-producing
T cells. It induced decreases of CD4+ and CD8+ T cells
producing IFNγ in our cohort. This decrease could be ob-
served 6 months after ocrelizumab administration. The du-
rable effect on IFN-γ–producing T cells can contribute to the
clinical benefit of ocrelizumab in PPMS.

Moreover, we observed an increase in total numbers of
monocytes expressing PD-L1, the ligand of the cell surface
receptor PD-1, which promotes self-tolerance by suppressing
T-cell inflammatory activity.25 This could be important to
modulate the abnormal response in MS.

By contrast, our data showed a decrease in the numbers, but
not in percentages, of CD56 bright NK cells, thus suggesting
that, opposite to that observed in response to other treat-
ments in patients with RRMS,16,26,27 these cells do not play a
role in the response to ocrelizumab treatment in PPMS.

Regarding serum Igs, ocrelizumab induced a decrease in se-
rum IgM levels after treatment as previously described with
rituximab with no changes in IgG and IgA values.

We finally explored changes in sNfL levels. Increasing data
support that sNfL levels associate with disease activity and
treatment response in patients with RRMS.29 In this line, we
observed a clear decrease of sNfL in patients showing Gd-
enhanced lesions at baseline, but remarkably, it also significantly
reduced the sNfL values in more than 50% of Gd− patients, who
showed basal sNfL higher than 10 pg/mL, which suggests that
these patients with PPMS still could have some inflammatory
activity that can be modulated on ocrelizumab treatment.

Our data contribute to show the changes induced by ocreli-
zumab in blood leukocytes of patients with PPMS, indicating

that in addition to its impact on B cells, it can reshape the
T-cell response toward a low inflammatory profile and induce
a clear decrease in sNfL levels. These data should be con-
firmed in larger cohorts.
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González-
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4.2 BASELINE INFLAMMATORY STATUS REVEALS DICHOTOMIC IMMUNE 

MECHANISMS INVOLVED IN PRIMARY-PROGRESSIVE MULTIPLE SCLEROSIS 

PATHOLOGY 

Fernández-Velasco JI, Monreal E, Kuhle J, Meca-Lallana V, Meca-Lallana J, Izquierdo G, Oreja-

Guevara C, Gascón-Giménez F, Sainz de la Maza S, Walo-Delgado PE, Lapuente-Suanzes P, 

Maceski A, Rodríguez-Martín E, Roldán E, Villarrubia N, Saiz A, Blanco Y, Diaz-Pérez C, Valero-

López G, Diaz-Diaz J, Aladro Y, Brieva L, Íñiguez C, González-Suárez I, Rodríguez de Antonio LA, 

García-Domínguez JM, Sabin J, Llufriu S, Masjuan J, Costa-Frossard L, Villar LM. Baseline 

Inflammatory Status Reveals Dichotomic Immune Mechanisms Involved In Primary-Progressive 

Multiple Sclerosis Pathology. Front Immunol. 2022 Mar 21; 13: 842354 

Antecedentes: Ocrelizumab es el único tratamiento modificador de enfermedad aprobado para 

la EM primariamente progresiva (EMPP), forma con la que debutan en torno al 15% de los 

pacientes con EM. Rituximab, otro anti-CD20, demostró su eficacia solo en un grupo de 

pacientes EMPP con alta carga inflamatoria basal, determinada según las lesiones 

desmielinizantes en RM. Ocrelizumab demostró eficacia y seguridad en el ensayo clínico 

ORATORIO, independientemente de la edad y del estado inflamatorio de los pacientes.  Nuestro 

objetivo fue determinar el papel de la inflamación en la respuesta a ocrelizumab en la EMPP. 

Diseño del estudio: Longitudinal, prospectivo, multicéntrico. 

Pacientes: Se incluyeron 69 pacientes con EMPP que iniciaron tratamiento con ocrelizumab. 

Éstos fueron clasificados según la presencia basal (Gd+) o ausencia (Gd-) de lesiones que realzan 

con gadolinio en la RM cerebral. Se subclasificaron como NEDA aquellos pacientes con buena 

respuesta al fármaco, definida como ausencia de progresión de la discapacidad o de nuevas 

lesiones en RM tras un año de tratamiento. Los pacientes que no cumplieron alguna de estas 

dos condiciones se subclasificaron con el término EDA. 
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Métodos: Se aislaron células mononucleares de sangre periférica heparinizada antes de iniciar 

tratamiento con ocrelizumab y 6 meses después, y se criopreservaron hasta su utilización. Los 

ensayos se hicieron en paralelo en muestras basales y de 6 meses de tratamiento. Se estudiaron 

subpoblaciones leucocitarias efectoras, de memoria y reguladoras por citometría de flujo. Los 

niveles séricos de las cadenas ligeras de neurofilamentos se obtuvieron mediante tecnología 

SIMOA. Los niveles séricos de inmunoglobulinas G, A y M se cuantificaron mediante 

nefelometría. Las comparaciones entre muestras basales y de 6 meses de tratamiento fueron 

analizadas mediante el test de Wilcoxon. Las comparaciones entre los diferentes grupos de 

pacientes se realizaron mediante el test U de Mann-Whitney. Los valores de significación 

estadística fueron corregidos por el test de Bonferroni.  

Resultados: Más del 60% de los pacientes alcanzaron NEDA tras un año de tratamiento, 

independientemente de sus características basales. En los pacientes Gd+, la baja tasa de 

repoblación de células B inflamatorias se asoció a la reducción de los valores de sNfL 6 meses 

después de la primera dosis de ocrelizumab. Los pacientes del grupo Gd- también presentaron 

un bajo número de células B y de sNfL 6 meses después de iniciar el tratamiento, 

independientemente de su respuesta a ocrelizumab. En estos pacientes, el estado de NEDA se 

asoció con una remodelación tolerogénica de los compartimentos de células T y monocitos, y 

con un claro aumento de los niveles de IgA en suero. 

Conclusiones: La inflamación basal influye en qué vías inmunológicas predominan en los 

pacientes con EMPP. Mientras que en pacientes Gd+ la respuesta a ocrelizumab viene 

determinada por la repoblación de células B proinflamatorias, en el grupo Gd- depende 

principalmente del cambio de células T y monocitos hacia perfiles tolerogénicos. La depleción 

de células B causada por ocrelizumab es capaz de modular ambos mecanismos, de tal manera 

que hay altas tasas de respuesta óptima al fármaco, independientemente del estado 

inflamatorio basal de los pacientes EMPP. 
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Multiple Sclerosis Pathology
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Objective: To ascertain the role of inflammation in the response to ocrelizumab in
primary-progressive multiple sclerosis (PPMS).

Methods: Multicenter prospective study including 69 patients with PPMS who initiated
ocrelizumab treatment, classified according to baseline presence [Gd+, n=16] or absence
[Gd-, n=53] of gadolinium-enhancing lesions in brain MRI. Ten Gd+ (62.5%) and 41 Gd-
patients (77.4%) showed non-evidence of disease activity (NEDA) defined as no disability
progression or new MRI lesions after 1 year of treatment. Blood immune cell subsets were
characterized by flow cytometry, serum immunoglobulins by nephelometry, and serum
neurofilament light-chains (sNfL) by SIMOA. Statistical analyses were corrected with the
Bonferroni formula.

Results:More than 60% of patients reached NEDA after a year of treatment, regardless of
their baseline characteristics. In Gd+ patients, it associated with a low repopulation rate of
inflammatory B cells accompanied by a reduction of sNfL values 6 months after their first
ocrelizumab dose. Patients in Gd- group also had low B cell numbers and sNfL values 6
months after initiating treatment, independent of their treatment response. In these
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patients, NEDA status was associated with a tolerogenic remodeling of the T and innate
immune cell compartments, and with a clear increase of serum IgA levels.

Conclusion: Baseline inflammation influences which immunological pathways
predominate in patients with PPMS. Inflammatory B cells played a pivotal role in the Gd+
group and inflammatory T and innate immune cells in Gd- patients. B cell depletion can
modulate both mechanisms.

Keywords: multiple sclerosis, demyelinating diseases, ocrelizumab, B cells, biomarkers

1 INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is the most common demyelinating
disease of the central nervous system (1). It induces
demyelination, inflammation, and axonal damage, responsible
for the permanent neurological deficits suffered by patients with
MS (2). Primary progressive MS (PPMS) represents about 10-
15% (3) of all MS cases and is characterized by a disease
progression that remains continuous since disease onset (4),
with or without concomitant visible inflammation by
conventional MRI. Although many therapeutic options are
available for relapsing remitting MS (RRMS), this is not the
case for PPMS. Most of the anti-inflammatory drugs found
useful for patients with RRMS are not effective among those
with PPMS (5). However, the anti CD20 antibody rituximab
showed efficacy in depleting cerebrospinal fluid and peripheral
blood B cells in PPMS (6) and results of the OLYMPUS clinical
trial suggested that B cell depletion could be effective in those
PPMS patients exhibiting signs of inflammation as demonstrated
by the occurrence of contrast-enhancing lesions at baseline on
MRI (7). Recently, results of the ORATORIO clinical trial with
ocrelizumab, a humanized anti CD20 antibody, showed that
patients with PPMS responded to this drug, independent of the
presence of clinically demonstrable inflammation (8), and it was
approved for the treatment of PPMS patients. Ocrelizumab not
only induces B cell depletion but modulates T cell compartment
toward adopting a more tolerogenic status (9).

Therefore, we aimed to explore the mechanisms associated
with favorable response to ocrelizumab in inflammatory and
non-inflammatory PPMS cases, toward facilitating the early
identification of ocrelizumab responders and revealing new
putative therapeutic targets in PPMS.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Patients
This multicenter, prospective longitudinal study included 69
patients with PPMS diagnosed according to the McDonald
criteria (10) who consecutively initiated ocrelizumab treatment
in 13 Spanish University Hospitals. Patients were subdivided into
four groups based on their inflammatory status (presence [Gd+,
n=16] or absence [Gd-, n=53] of gadolinium-enhancing lesions at
baseline) and their response to 1 year of ocrelizumab treatment.
Non evidence of disease activity (NEDA) was defined as the

absence of further Expanded Disability-Status Scale (EDSS)
progression with no new MRI lesions at 1 year; in contrast,
evidence of disease activity (EDA) patients as having at least one
of the above-mentioned conditions. We considered patients as
having an increase in the EDSS score when this was confirmed
three months after the first assessment. The maximum gap
between baseline MRI and treatment initiation was a month.

2.2 Sample Collection
Blood samples were collected in heparinized tubes immediately
before (baseline) and 6 months after (before the second dose)
ocrelizumab treatment. In both cases they were obtained the day
Ocrelizumab was administered, just before initiating the infusion.
Samples were then sent to the Immunology Department at
Ramón y Cajal University Hospital (Madrid). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated from 20 mL of
heparinized whole blood as previously described (9) and
cryopreserved in fetal bovine serum (HyClone Laboratories)
supplemented with 10% DMSO (dimethyl sulfoxide) until further
analysis. The samples collected at baseline and 6 months were
analyzed simultaneously to avoid inter-assay variability. Serum
samples were also collected and stored at -80°C while awaiting
analysis. Total lymphocyte and monocyte counts were determined
using a Coulter Counter from 10 mL of fresh EDTA-treated blood.

2.3 Monoclonal Antibodies
The monoclonal antibodies used in this study are listed in
Supplementary Table 1. No differences were observed in
plasmablast counts in any of the groups studied (Figure 1E;
Supplementary Table 2).

2.4 Labelling Surface Antigens
Aliquots of 106 PBMCs were thawed by a 37°C thermostatic bath
and washed twice in RPMI 1640 medium (Thermo Fisher
Scientific). Samples were processed and stained as described
(9) prior to being analyzed by flow cytometry.

2.5 In Vitro Stimulation and Intracellular
Cytokine Staining
Thawed aliquots to analyze intracellular cytokine production
were subdivided in three polypropylene tubes. To study cytokine
production by monocytes, an aliquot of 3x105 PBMCs was
resuspended in 1 mL of RPMI 1640 medium and incubated
with 1 mg/mL lipopolysaccharide (from Escherichia coli O111:
B4; Merck) in presence of 2 mg/ml Brefeldin A (GolgiPlug, BD
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Biosciences) and 2.1 mMMonensin (Golgi Stop, BD Biosciences)
during 4 hours at 37°C in 5% CO2 atmosphere.

To study cytokine production by T and B cells (Except IL-10
producing B cells) an aliquot of 3x105 PBMCs was resuspended
and incubated in 1 mL RPMI 1640 medium and stimulated with
50 ng/mL of Phorbol 12‐myristate 13‐acetate (PMA, Merck) and
750 ng/mL Ionomycin (Merck) in presence of 2 mg/ml Brefeldin
A and 2.1 mM Monensin during 4 hours at 37°C in 5%
CO2 atmosphere.

To identify IL-10 producing B cells, an aliquot of 3x105

PBMCs was preincubated in 1 mL RPMI 1640 medium with 3
mg/mL of CpG oligonucleotide (In vivoGen) during 20h at 37°C
in 5% CO2 atmosphere. After this, it was stimulated with 50 ng/
mL of Phorbol 12‐myristate 13‐acetate (PMA, Merck) and 750
ng/mL Ionomycin (Merck) in presence of 2 mg/ml Brefeldin A
and 2.1 mM Monensin during 4 hours at 37°C in 5%
CO2 atmosphere.

After incubation, the three aliquots were stained with the two-
step protocol described previously (9). PBMCs were analyzed in
a FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences).

2.6 Flow Cytometry
Cells were always analyzed within a maximum period of 1h
after staining. Mean autofluorescence values were set using
appropriate negative isotype controls. Data analysis was
performed using FACSDiva Software V.8.0 (BD Biosciences).
A minimum amount of 5x104 events were analyzed. We followed
the strategy showed in Supplementary Figure 1 to identify the
different subpopulations. We set a gate including cells with high
to intermediate CD45 and low to intermediate side scatter and
excluding debris and apoptotic cells. CD4 and CD8 T cells were
classified as: naïve (CCR7+ CD45RO−), central memory (CM)
(CCR7+ CD45RO+), effector memory (EM) (CCR7− CD45RO+),
and terminally differentiated (TD) (CCR7− CD45RO−). Regulatory
CD4 T cells (Treg) were defined as CD3+ CD4+ CD25hi CD127-/
low. CD56 NK cells were classified as: NKT cells (CD3+ CD56dim),
CD56dim NK cells (CD3- CD56dim) and CD56bright NK cells
(CD3- CD56br). B cells were classified as: naïve (CD19+ CD38dim

CD27-), memory (CD19+ CD27dim CD38dim), plasmablasts (CD19
+ CD27hi CD38hi), transitional B cells (CD19+ CD27‐ CD24hi

CD38hi) cells or regulatory B cells (Breg) (CD19+ IL-10+) cells. PD‐
L1 was explored in monocytes by studying its co-expression with
CD14 in PBMCs. We also explored intracellular production of IL-
1b, IL-6, IL-10, IL-12 and TNFa by monocytes.IL-1b and TNFa
represent innate cell activation, IL-12 induces Th1 responses, IL-6
represent innate cell activation and induces Th17 responses and
finally, IL-10 is an anti-inflammatory cytokine. We also explored in
CD4 and CD8 T cells the production of IFNg and TNFa, products
of Th1 response; IL-17, a product of the Th17 response; GM-CSF,
which induces innate cell activation; and IL-10 that has a regulatory
function. Finally, we explored B cells producing IL-6, a pro-
inflammatory cytokine that induces Th17 cells; TNFa, an
inflammatory cytokine; GM-CSF, inducing innate cell activation;
and IL-10 a regulatory cytokine. Representative dot plots showing
cytokine production by monocytes, B and T cells are shown in
Supplementary Figure 2.

2.7 Flow Cytometry Analyses
We recorded for every leukocyte subset total cell counts per mL
of blood, calculated by measuring total lymphocyte and
monocyte numbers by a coulter counter, and the percentages
of every subset over total mononuclear cells. To avoid bias due to
B cell depletion, we also recorded the values of every T, B, NK
and monocyte subset relative to total T, B, NK and monocyte
cells, respectively.

2.8 Immunoglobulin and sNfL
Quantification
Serum levels of immunoglobulins (IgG, IgA, and IgM) were
measured by nephelometry using a DimensionVista analyzer
(Siemens Healthcare Diagnostics) and serum neurofilament light
chain (sNfL) levels were measured using the single molecule
array (Simoa) NF-light® Assay (Quanterix).

2.9 Statistical Analyses
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.0
software (GraphPad Prism Inc.). Wilcoxon matched pairs test
was used to assess differences between the samples collected at
baseline and after 6 months from the same patient. Mann-
Whitney-U test was used to compare the subgroups of
patients. P-values were adjusted using the Bonferroni
correction and p-values less than 0.05 were considered
statistically significant.

The association between NfL and age has been modelled
using a Generalized Additive Model for Location, Scale and
Shape (GAMLSS) model and age-normalized measures were
obtained for each data point. Z score was used as a continuous
measure for the number of standard deviations a given datapoint
is above/below the mean in samples of healthy controls of the
same age.

2.10 Ethical Considerations
Written informed consent was obtained from every patient prior
to their inclusion in the present study, which was approved by
the Ethics Committee of each center participating in this study.

2.11 Data Availability Statement
Any anonymized data collected for the purpose of this study will
be shared with qualified investigators for 3 years from the initial
publication of the study upon reasonable request to the
corresponding author.

3 RESULTS

Sixty-nine patients with PPMS (53% female) treated with
ocrelizumab were included in this study. Age and disease
duration [median (range)] were, respectively, 52.0 (33.0-71.0)
and 9.2 (1.3-24.1) years and basal EDSS score was 5.5 (1.0-8.0).
All patients were followed for 1 year. Fifty-one (73.9%) remained
NEDA 1 year after ocrelizumab initiation. Using MRI data
collected at baseline, we further classified the patients
according to their inflammatory status into Gd+ (at least one

Fernández-Velasco et al. Dichotomic Immune Mechanisms in PPMS

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org March 2022 | Volume 13 | Article 8423543

https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


Gd-enhancing lesion) and Gd- (no Gd-enhancing lesions)
groups. Ten Gd+ (62.5%) and 41 Gd- (77.4%) patients
were NEDA at the one-year follow-up. We found no
significant differences between the four patient subgroups in
terms of baseline clinical characteristics except for the MRI
data (Table 1).

At baseline, few differences were found between Gd+ and Gd-
patients (Supplementary Figure 3). sNfL levels were higher in
Gd+ group, (p=0.019). Likewise, plasmablast numbers trended to
be higher in this group of patients (p=0.029) but significance was
lost after Bonferroni correction. By contrast, percentages of B
naïve cells with respect to total CD19+ cells were higher
(p=0.015) in Gd- patients. No differences were found between
those Gd+ and Gd- patients in monocytes, T or NK cell subsets
analyzed nor in intracellular cytokine production (data
not shown).

We next explored differences in the PBMCs induced by
ocrelizumab according to patient group after 6 months of
ocrelizumab treatment by addressing its impact on the absolute
numbers (Supplementary Table 2) and relative percentages
(Supplementary Table 3) of each cellular subtype.

3.1 B Cells
As expected, after 6 months of treatment, ocrelizumab reduced
the total numbers of B cells in all groups (Supplementary
Table 2). After applying the Bonferroni correction, these
differences remained statistically significant in the Gd+ NEDA
group and the Gd- EDA and NEDA groups (Figure 1A and
Supplementary Table 2). These differences were mainly due to
decreased naïve and memory B cell numbers (Figures 1B, C,
Supplementary Table 2). However, there was no statistically
significant reduction in any B cell subpopulation in EDA patients
in the Gd+ group (Supplementary Table 2). This may be partly
due to the low number of patients included in this group.
However, it should be noted that this patient subgroup had
significantly more total (p=0.030) and transitional (p=0.030) B
cells than the NEDA patients in the same Gd+ group at the 6-
month follow-up (Figures 1A, D, respectively; Supplementary
Table 2). This could also imply a more rapid B cell repopulation

in this group. These differences were not observed in the Gd-
patients (Supplementary Table 2).

We next evaluated intracellular cytokine production in B
cells. Again, after applying the Bonferroni correction, a drastic
reduction in IL-10, IL-6, GM-CSF, and TNFa B cell numbers
(Figures 2A–D, respectively, Supplementary Table 2) was
observed in the Gd+ NEDA group and in both Gd- EDA and
NEDA patients. However, this was not observed in Gd+ EDA
patients, who at 6 months of follow-up showed increased
numbers of B cells producing TNFa than NEDA patients of
the same group (p=0.04, Figure 2D and Supplementary
Table 2). At 6 months, B cell numbers were very low and thus
establishing percentages respective to total B cells with such a
small quantity of cells could result highly imprecise.
Consequently, we decided not to analyze differences relative to
total B cells percentages, contrary to what we did with the rest of
the leukocyte populations.

3.2 T Cells
3.2.1 Total Cell Counts
We next studied the effect of ocrelizumab in the different T cell
subpopulations after 6 months of ocrelizumab treatment. We
only found significant differences in the CD20+ T cell subset. It
decreased in all groups but after Bonferroni correction
differences only remained significant in the Gd+ NEDA group
and in both Gd- EDA and NEDA groups (Figure 1F and
Supplementary Table 2). Results were similar when studied
separately CD4+ and CD8+ subsets (Supplementary Figure 4).

3.2.2 Percentages Relative to CD4+ and
CD8+ Subsets
No differences were observed in the Gd+ group (Supplementary
Table 3). However, ocrelizumab treatment modified the T cell
compartment in NEDA patients of the Gd- group. We found an
increase in the proportion of naïve CD4+ T cells (p=0.004,
Supplementary Table 3) accompanied by decreases in the
percentages of TD (p=0.002, Supplementary Table 3) and EM
(p=0.041, Supplementary Table 3) CD4+ T subsets related to
the total CD4+ T cell population. Accordingly, we found

TABLE 1 | Baseline data and patient characteristics.

All patients (n=69) Gd+ (n=16) Gd- (n=53) p value

EDA NEDA EDA NEDA
(n=6) (n=10) (n=12) (n=41)

Age [years] – median (range). 52.0 51.0 49.0 50.0 54.0 0.204
(33.0 – 71.0) (40.0 – 54.0) (33.0 – 58.0) (38.0 – 63.0) (36.0 – 71.0)

Sex (F/M). 37/32 3/3 5/5 6/6 23/18 0.970
Disease duration [years] – median (range). 9.2 10.7 7.0 6.6 10.2 0.490

(1.3 – 24.1) (2.1 – 15.4) (1.3 – 13.3) (1.6 – 19.0) (1.7 – 24.2)
EDSS score – median (range). 5.5 5.5 6.0 4.0 6.0 0.160

(1.0 – 8.0) (3.0 – 8.0) (3.5 – 6.0) (1.0 – 6.0) (2.0 – 7.0)
Gd lesions – median (range). 0.0 1.0 1.0 0.0 0.0 1.6x10-14

(0.0 – 4.0) (1.0 – 3.0) (1.0 – 4.0) (0.0 – 0.0) (0.0 – 0.0)

F, Female; M, male; EDSS, Expanded Disability Status Scale; n, number of patients; Gd+/-, presence/absence of gadolinium enhancing lesions at baseline; EDA, evidence of disease
activity patients at 1 year of follow-up; NEDA, non-evidence of disease activity patients at 1 year of follow-up.
Bold values are significant values (p < 0.05).
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A B C

D E F

FIGURE 1 | Changes in blood B cell subsets induced by ocrelizumab treatment. Total and B-cell subsets were obtained before (0M) and at 6 months (6M) of ocrelizumab treatment and classified based on their
inflammatory status (presence [Gd+] or absence [Gd-] of gadolinium enhancing lesions at baseline) and response (optimal NEDA or suboptimal EDA) to treatment at one year of follow-up. N was 6, 10, 12 and 41 in
Gd+ EDA, Gd+ NEDA, Gd- EDA and Gd- NEDA, respectively. Graphs showing changes in absolute numbers (cells/mL) of total CD19+ B cells (A), naïve B cells (B), memory B cells (C), transitional B cells (D),
plasmablasts (E) and CD20 T cells (F). SD, Standard deviation. Bonferroni-corrected p-values are shown.
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increases in the naïve/EM (p=0.004, Figure 3A) and naïve/TD
(p<0.0001, Figure 3A) ratios.

We also found an increase in naïve CD8+ T cell percentages
relative to total T CD8+ cells (p=0.031, Supplementary Table 3).
Although, in this case, it was not associated with significant
decreases in effector and TD subpopulations, again, NEDA
patients showed an increase in the naïve/EM (p=0.011,
Figure 3B) and naïve/TD (p=0.005, Figure 3B) ratios.

Finally, we studied the relative changes in intracellular
cytokine production by CD4+ and CD8+ T cells. No
differences were found in cytokine production from CD4+ T
cells. However, in the Gd- group, the NEDA patients experienced
a decrease in the proportion of CD8+ T cells producing IFNg
(p=0.004, Figure 3C and Supplementary Table 3) relative to the
total CD8+ T cell population.

By contrast, no changes were observed in EDA Gd- group in
any T cell subset after six months of ocrelizumab treatment. This
suggests that the remodeling of the T cell compartment is
important for the response to ocrelizumab in these patients.

3.3 Innate Immune Cells
An increase in the total monocyte counts was found in Gd-
NEDA patients 6 months after ocrelizumab treatment with the
differences being higher in the NEDA group (p=0.034,
Supplementary Table 2). We next explored if this increase
was associated with the total numbers of monocytes producing
IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, and TNF-alpha or expressing PD-L1.
The only significant differences were found in PD-L1+
monocytes. Gd- NEDA patients experienced an increase of the
numbers of this subset after ocrelizumab treatment (p=0.013,

A B

C D

FIGURE 2 | Changes in blood cytokine-producing B cells on ocrelizumab treatment. Cytokine-producing B cells were obtained before (0M) and at 6 months (6M) of
ocrelizumab treatment and classified based on their inflammatory status (presence [Gd+] or absence [Gd-] of gadolinium enhancing lesions at baseline) and response
(NEDA or EDA) to treatment at one year of follow-up. N was 6, 10, 12 and 41 in Gd+ EDA, Gd+ NEDA, Gd- EDA and Gd- NEDA, respectively. Graphs showing
changes in absolute numbers (cells/mL) of IL-10 (A), IL-6 (B), GM-CSF (C), and TNFa (D)-producing B cells. IL, interleukin; GM-CSF, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor; TNF, tumor necrosis factor alpha; SD, Standard deviation. Bonferroni-corrected p-values are shown.
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Supplementary Table 2). No significant changes were observed
in the proportions of any subset relative to total monocytes. We
observed a decrease in the number of CD56bright NK cells
(p=0.023, Supplementary Table 2) in the Gd- NEDA group after
treatment with no variations in the relative proportions of the
NK subsets analyzed (Supplementary Table 3).

3.4 Serum NfL Levels
Baseline sNfL levels were higher in the Gd+ EDA group
compared with the Gd- EDA (p=0.014) and Gd- NEDA
(p=0.007) groups (Figure 4). They also trended toward higher
values than those observed in the Gd+ NEDA patients (p=0.07).
Six months after ocrelizumab treatment, sNfL levels were only
significantly lower than basal values in the Gd+ NEDA group
(Figure 4). They did not decrease significantly in the Gd+ EDA
patients. The Gd- NEDA and EDA groups, whose baseline sNfL
values were not elevated, did not vary significantly from each
other upon treatment. When explored the z score normalized by
patient age, we observed that in most Gd+ EDA patients, baseline
sNfL values were higher than 2 z score levels (median
values=2.411) whilst they were mostly between 0 and 2 z score
values in most patients from the other three groups (Table 2).

3.5 Serum Immunoglobulin Values
We explored changes in serum immunoglobulin concentrations
6 months after the first dose of ocrelizumab. The levels of IgG
remained stable, while significant decreases in serum IgM levels
were observed in all of them (Table 3). Additionally, increased
serum IgA levels were observed in the Gd- NEDA group
(p=0.006, Table 3). However, the most interesting results were
observed when the changes in the ratios of the different serum
immunoglobulins were explored. The IgA to IgM ratio was
augmented in all groups (Figure 5B) with these changes highly
relevant in Gd- NEDA group (p=4x10-12). The IgG to IgM ratio

also increased (Figure 5A), being again the most prominent
changes observed in the Gd- NEDA group (p=2.5x10-11).
Remarkably, this group of patients experienced an increase in
the IgA to IgG ratio (p=0.0011; Figure 5C) not observed in any
other group.

A B C

FIGURE 3 | Main changes in blood T cells after ocrelizumab treatment. T cells were obtained before (0M) and at 6 months (6M) of ocrelizumab treatment and
classified based on their inflammatory status (presence [Gd+] or absence [Gd-] of gadolinium enhancing lesions at baseline) and response (NEDA or EDA) to
treatment at one year of follow-up. N was 6, 10, 12 and 41 in Gd+ EDA, Gd+ NEDA, Gd- EDA and Gd- NEDA, respectively. Graphs showing changes in naïve/
effector ratios of CD4 (A) and CD8 (B) T cells, and changes in percentage of IFNg-producing CD8 T cells (C) relative to total CD8+ T cells. TD, terminally
differentiated; EM, effector memory; IFN, gamma-interferon; SD, Standard deviation. Bonferroni-corrected p-values are shown.

FIGURE 4 | Ocrelizumab treatment induces changes in sNfL levels. sNfL
levels (pg/mL) measured before (0M) and at 6 months (6M) of ocrelizumab
treatment and classified based on their inflammatory status (presence [Gd+]
or absence [Gd-] of gadolinium enhancing lesions at baseline) and response
(NEDA or EDA) to treatment at one year of follow-up. N was 6, 10, 12 and 41
in Gd+ EDA, Gd+ NEDA, Gd- EDA and Gd- NEDA, respectively. sNfL, serum
neurofilament light-chains; SD, Standard deviation.
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4 DISCUSSION

Ocrelizumab selectively depletes CD20+ cells while maintaining
B cell reconstitution and pre-existing humoral immunity (11). In
patients with PPMS, ocrelizumab not only induces B cell
depletion, but reshapes the T cell response toward a low
inflammatory profile, resulting in decreased sNfL levels (9).

However, the influence of baseline inflammatory status on these
changes has not been fully ascertained. Inflammation is used in the
classification of patients with progressive MS. In fact, current
guidelines for diagnosing PPMS include two qualifiers: disease
activity, defined by MRI or clinical evidence of inflammatory
lesions or relapses; and disability progression, defined as a
gradually worsening disability independent of relapses (12).

Inflammatory status can also play a role in DMT effectiveness.
Overall subgroup analyses evaluating Rituximab in patients with
PPMS (OLYMPUS trial) suggested that this drug may affect
disease progression in younger patients, particularly those with
inflammatory lesions (7). However, results from the ORATORIO
trial with ocrelizumab showed that anti-CD20 antibodies are
effective in non-inflammatory patients with PPMS (8). This
agrees with our results. We explored response to ocrelizumab
in a multicenter prospective cohort of 69 patients with PPMS
treated with this drug. NEDA patients at 1 year of treatment
represented 62% of the inflammatory group (10 out of 16) and
75% of the non-inflammatory one (41 of 53) in our study.

We first explored baseline differences in patients classified
according to their inflammatory status (presence [Gd+]/absence
[Gd-] of gadolinium-enhancing lesions at baseline). We studied

different leukocyte subsets (B cells, T cells, NK cells and monocytes)
and sNfL values. As expected, Gd+ patients showed high sNfL
values. They also showed a trend to higher plasmablast numbers.
The association of plasmablasts with inflammation in MS has been
widely documented in the CSF (13). Probably peripheral blood is
not the best compartment to study these cells in MS, but our data
seem to confirm the role of plasmablasts in inflammation inMS. On
the other hand, we found increased values of naïve B cells in Gd-
patients. This suggests other function for B cells in non-
inflammatory PPMS patients, as antigen presentation. No other
differences were found between Gd+ and Gd- patients.

We next studied changes associated with NEDA status in
both groups of patients by analyzing T, B, NK, and monocyte cell
subsets at baseline and 6 months after receiving the first dose of
treatment, before receiving the second one. Patients were
classified according to their inflammatory condition (Gd+ or
Gd-) and to their response to treatment (NEDA or EDA).

Although B cells clearly diminished in all groups of patients 6
months after the first ocrelizumab dose, in the EDA inflammatory
group, total B cell counts were higher at this point. This increase was
mainly due to transitional B cells, thus indicating a higher rate of B
cell repopulation for these patients, and to TNF-alpha-producing B
cells, thus indicating a rapid differentiation into pro-inflammatory B
cells. Another characteristic of EDA Gd+ patients was the increased
levels of sNfL levels at baseline compared with the non-
inflammatory groups, with a trend also observed for higher values
than NEDA Gd+ patients. These data show that baseline Gd
enhancing lesions and especially high serum neurofilament levels
associate in PPMS with a high rate of B cell repopulation and

TABLE 2 | Cohort summary of age-normalized sNfL values.

0M 6M

NfL.zscore NfL.zscore

Group n Median IQR n Median IQR

Gd- NEDA 41 0.305 [-0.361, 1.495] 41 0.176 [-0.496, 1.175]
Gd- EDA 12 0.440 [-0.101, 1.243] 12 0.210 [-0.319, 0.948]
Gd+ NEDA 10 1.422 [0.515, 1.642] 10 0.151 [-0.422, 0.812]
Gd+ EDA 6 2.411 [2.074, 2.750] 6 1.646 [0.775, 2.395]
All 69 0.569 [-0.094, 1.801] 69 0.228 [-0.358, 1.282]

Results of NfL z score are shown as median [25-75% IQR]. Gd+/-, presence/absence of gadolinium enhancing lesions at baseline; EDA, evidence of disease activity patients at 1 year of
follow-up; NEDA, non-evidence of disease activity patients at 1 year of follow-up; 0M, 0 Months (pre-ocrelizumab treatment); 6M, 6 Months of ocrelizumab treatment.

TABLE 3 | Ocrelizumab induced changes in serum immunoglobulin levels.

EDA (n=18) NEDA (n=51)

0M 6M *p 0M 6M *p

IgG [mg/dL] Gd+ 1113 (795-1573) 1125 (748-1478) >0.99 1095 (744-1120) 995 (737-1133) >0.99
Gd- 880 (750-1023) 927 (791-1010) >0.99 955 (825-1090) 984 (870-1195) >0.99

IgA [mg/dL] Gd+ 233 (206-324) 237 (210-361) >0.99 179 (138-225) 170 (155-215) >0.99
Gd- 172 (133-196) 177 (144-188) >0.99 199 (139-228) 208 (155-251) 0.006

IgM [mg/dL] Gd+ 72 (63-186) 60 (37-168) >0.99 95 (51-244) 77 (40-157) 0.018
Gd- 124 (60-160) 99 (36-134) 0.009 102 (80-159) 84 (67-131) 4.8*10-4

Results are shown as Median [25-75% IQR]. P values were corrected by using Bonferroni test. Gd+/-, presence/absence of gadolinium enhancing lesions at baseline; EDA, evidence of
disease activity patients at 1 year of follow-up; NEDA, non-evidence of disease activity patients at 1 year of follow-up; 0M, 0 Months (pre-ocrelizumab treatment); 6M, 6 Months of
ocrelizumab treatment; *p, corrected p value.
Bold values are significant values (p < 0.05).

Fernández-Velasco et al. Dichotomic Immune Mechanisms in PPMS

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org March 2022 | Volume 13 | Article 8423548

https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


strongly suggest that these patients should benefit from early re-
treatment or dose adjustment. By contrast, in NEDA Gd+ patients,
the low B cell counts at 6 months were associated with a significant
reduction of the sNfL levels 6 months after the first ocrelizumab
dose. Finally, in NEDA and EDA Gd- patients, sNfL levels did not
change significantly after ocrelizumab treatment, despite the
reduction in B cell counts or response to treatment. This is
important, since NfL is being proposed as a biomarker for
response to different drugs in MS (14) and this could be not the
case in patients with low inflammatory activity.

T cell activation and cytokine production are also affected by
anti-CD20 DMTs (9, 15). We first studied absolute T cell counts.
Only CD20+ T cells decreased in number. This occurred in the
four patient groups, with Gd+ EDA being the only one in which
the reduction did not reach statistical significance, probably due to
the low sample size. The CD20+ T cell subset has been proposed to
play an important role in MS pathology because of its highly
activated phenotype and proinflammatory and migratory

properties (16) and a reduction in these cells, described also for
alemtuzumab, fingolimod, and dimethyl fumarate (16), can be
beneficial for patients with PPMS treated with ocrelizumab,
independent of their baseline inflammatory status.

We next explored the changes in the proportions of the
different T cell subsets after 6 months of treatment relative to
the total CD4+ and CD8+ T cells. Variations were restricted to
the Gd- NEDA group. These patients exhibited a reduction in
TD and EM CD4+ T effector cells and increases in naïve CD4+
and CD8+ T cells and in the ratios of naïve/EM and naïve/TD in
CD4+ and CD8+ T cells. Likewise, they experienced a decrease in
the proportion of CD8+ T cells producing IFNg. These data show
that response to ocrelizumab in Gd- patients is conditioned by
reshaping the T cell compartment to a more tolerogenic profile.
The activation of the T cell compartment by B cells may play an
important role in the pathology of Gd- PPMS. Furthermore, the
beneficial effects of different drugs in patients with MS with low
inflammatory contribution to their disease may be reflected by

A B

C

FIGURE 5 | Changes in serum immunoglobulin ratios induced by ocrelizumab treatment. Serum samples were analyzed before (0M) and at 6 months (6M) of
ocrelizumab treatment and classified based on their inflammatory status (presence [Gd+] or absence [Gd-] of gadolinium enhancing lesions at baseline) and response
(NEDA or EDA) to treatment at one year of follow-up. N was 6, 10, 12 and 41 in Gd+ EDA, Gd+ NEDA, Gd- EDA and Gd- NEDA, respectively. Graphs showing IgG/
IgM (A), IgA/IgM (B) and IgA/IgG (C) ratios. SD, Standard deviation.
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changes in other biomarkers aside from sNfL, especially in those
with low baseline levels of this protein.

Regarding to Gd- EDA patients, we did not find any clear
explanation for the lack of changes in the T cell compartment they
showed upon Ocrelizumab treatment. They had no differences on
epidemiological, clinical or immune cell subsets at baseline with
NEDA group. Exploring antigen presenting B cells and activated
dendritic cells in both groups could help to elucidate this
conundrum. Future research will demonstrate if antigen
presenting B cells could be a biomarker of response to
Ocrelizumab in Gd- PPMS patients, as suggested by the
remodeling in the T cell compartment showed by NEDA patients.

We also explored changes in innate immune cells at baseline and
after 6 months of treatment. Again, we only found significant
changes in NEDA Gd- patients. They showed a significant
increase in total monocyte counts. This increase was mainly due
to PD-L1-expressing monocytes. This molecule is a ligand of the
PD-1 receptor, which promotes self-tolerance by suppressing T cell
inflammatory activity (17). Its increase has been described in
response to other drugs in MS (18). Its up-regulation upon B cell
depletion further demonstrates the role of inflammatory B cells in
inducing inflammation in cells of the innate immune response and
how this can be changed by B cell depletion (19). The up-regulation
of PD-L1 expression by monocytes may contribute to the
remodeling of the T cell compartment observed in these patients.

Regarding serum immunoglobulins in the four groups of
patients, ocrelizumab induced a decrease in serum IgM levels,
with no changes in IgG values, as previously reported for patients
treated with anti-CD20 antibodies (9, 20). Likewise, all groups of
patients showed a decrease in the IgG/IgM and IgA/IgM ratios.
Most IgM molecules present in serum are natural antibodies that
react against non-protein antigens, anti-lipid specificity being the
most frequent (21, 22). Intrathecal synthesis of anti-lipid IgM
antibodies associates with an aggressive MS course (22, 23). Thus,
the down regulation of the B cells producing these antibodies may
have a beneficial effect in MS. Additionally, our data contain
interesting results with IgA antibodies. Gd- NEDA patients
showed an increase of the levels of this immunoglobulin upon
ocrelizumab treatment, and raised values of the ratio IgA/IgG. IgA,
produced mostly at mucosal surfaces, functions as a critical
mediator of intestinal homeostasis (24) and gut-microbiota
reactive IgA plasma cells can migrate to peripheral organs with
potential roles in extraintestinal autoimmune diseases (25). In MS,
gut microbiota-specific IgA cells are considered a systemic mediator
of the disease behaving as an informative biomarker during active
neuroinflammation (26). In the experimental model of the disease,
migration of IgA-producing plasma cells from the intestinal mucosa
to the CNS has proven to down-modulate disease activity. This was
attributed to IL-10 production in these cells (27), but often, natural
IgA antibodies produced by plasma cells of the gut mucosa
recognize similar antigens that natural IgM antibodies present in
serum (28, 29). These IgA antibodies could block antigens
recognized by IgM, thus avoiding complement fixation and
diminishing axonal damage.

In summary this study shows that baseline inflammation
could determine the immunological pathways that drive the

response to Ocrelizumab in PPMS and that, regardless of
baseline MRI activity, B cell depletion with ocrelizumab can
modify both underlying mechanisms, and be effective in more
than 60% of patients.
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La Esclerosis Múltiple (EM) es una enfermedad desmielinizante crónica del sistema nervioso 

central (SNC). Se trata de una patología autoinmune, inflamatoria y neurodegenerativa, que 

constituye la primera causa de discapacidad en adultos jóvenes. Es heterogénea y multifactorial, 

jugando papeles importantes tanto la carga génica como la ambiental, pero mediada por el 

sistema inmunológico. De las múltiples formas en que se puede manifestar la enfermedad, un 

15% de los pacientes presentan el fenotipo primariamente progresivo (EMPP), caracterizado por 

la progresión continua de la disfunción neurológica desde el inicio de la enfermedad [82].  

Aunque la enfermedad es aún incurable, en parte por el desconocimiento de su agente causal, 

existe un elevado arsenal de tratamientos modificadores de la enfermedad (TME) disponibles, 

permitiendo en la mayoría de casos una terapia individualizada en la que se tenga en cuenta el 

curso de la enfermedad, la eficacia del fármaco y su seguridad, así como las propias preferencias 

del paciente [256]. A la fecha de la publicación de este trabajo, sin embargo, ocrelizumab es el 

único TME aprobado para pacientes diagnosticados con EMPP. Por este motivo, hay alto interés 

científico y clínico en encontrar alternativas a ocrelizumab, postulándose como primera opción 

los TME orales inhibidores de la enzima BTK, entre los que se incluyen evobrutinib [257], 

tolebrutinib [258], orelabrutinib [259] y fenebrutinib [260]. La llegada inminente de una nueva 

generación de alternativas terapéuticas para esta forma progresiva de la enfermedad refleja la 

necesidad de identificar biomarcadores que seleccionen a los mejores candidatos a cada una de 

las terapias y que predigan la respuesta a los mismos, de tal manera que los potenciales cambios 

entre líneas terapéuticas se optimicen al máximo. 

Ocrelizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que elimina selectivamente los linfocitos 

que expresan la molécula CD20 en su superficie. Esto lo logra principalmente mediante 

citotoxicidad celular mediada por anticuerpos o por el sistema del complemento, y por apoptosis 

directa [261]. La molécula CD20 se expresa en gran parte del repertorio B pero no en 
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progenitores, células pro-B ni en células plasmáticas, de tal manera que se preserva la capacidad 

de reconstitución de las células B y la inmunidad humoral pre-existente [261]. 

La citometría de flujo ha demostrado una depleción casi completa de células B de LCR, 

mantenida hasta 6 meses tras la administración de rituximab, otro anticuerpo monoclonal anti-

CD20 [262]. Del mismo modo, dos semanas después de la administración de una sola dosis de 

ocrelizumab, se observó una depleción completa de células B en pacientes con EMPP [263]. Sin 

embargo, los estudios de LCR en general no están indicados para el seguimiento de pacientes 

con EM por lo que nos propusimos estudiar los cambios inducidos por esta molécula sobre 

células mononucleares de sangre periférica. Está descrito que las células de sangre periférica 

juegan un papel importante en la fisiopatología de la EM [264], y que los tratamientos 

inmunomoduladores pueden modificar tanto su número, su porcentaje, su expresión antigénica 

diferencial y/o su funcionalidad, y el patrón de citoquinas expresado por las mismas. En cambio, 

se desconoce casi por completo cómo afecta la eliminación de poblaciones celulares que 

expresan el antígeno CD20 al resto de células del sistema inmunológico en pacientes EMPP 

tratados con ocrelizumab.  

Precisamente este es el motivo de que gran parte de nuestro trabajo se haya centrado en 

estudiar los cambios que produce el fármaco sobre una amplia variedad de células 

mononucleares de sangre periférica, entre las que se incluyen diferentes subpoblaciones de 

células B, T, NK y monocitos, tanto a nivel de expresión antigénica como a nivel de producción 

de citoquinas anti- y pro-inflamatorias. Se analizaron tanto valores absolutos como porcentajes 

de células relativos a la población de estudio y, en los casos necesarios, se completó el estudio 

mediante la realización de ratios entre diferentes subpoblaciones. La EMPP solo se da en un 10-

15% de los pacientes con EM [7], por lo que es difícil reunir una cohorte amplia de pacientes. 

Para ello organizamos un estudio multicéntrico en el que participaron 14 hospitales españoles, 

lo que nos permitió analizar 53 pacientes en nuestro primer trabajo y 69 en el segundo. 
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Además, el estudio de múltiples variables a menudo implica la aparición de diferencias 

significativas pero con niveles de significación ajustados, que a menudo no se validan en nuevas 

cohortes. Para evitar los problemas derivados de las comparaciones múltiples, todas las 

variables analizadas se corrigieron por el test de Bonferroni. Aunque se ha perdido la 

significación en algunos de los cambios observados, los que se mantuvieron significativos tienen 

un valor más robusto lo que facilita el análisis de los efectos de este fármaco sobre el sistema 

inmunitario de los pacientes. 

 

5.1 CAMBIOS EN POBLACIONES LEUCOCITARIAS DE SANGRE PÉRIFERICA Y 

FACTORES SOLUBLES DE PACIENTES EMPP A LOS 6 MESES DE TRATAMIENTO 

CON OCRELIZUMAB 

En nuestros pacientes, ocrelizumab indujo una drástica depleción del número absoluto de 

linfocitos B, debido principalmente a una reducción de las subpoblaciones naïve y de memoria. 

Existen numerosos datos que apoyan la implicación de los linfocitos B de memoria en la 

patología, tanto en formas pediátricas como adultas [265]. Entre ellos, cabe destacar su 

asociación con procesos neurodegenerativos [266], su detección en las lesiones observadas en 

estudios post-mortem [267], y su disminución en periferia y consecuente acumulación en el SNC 

tras la presencia de un brote [265]. Además, se ha descrito una asociación entre la disminución 

de linfocitos B de memoria y buena respuesta al tratamiento con otros TME como IFNβ [268], 

fingolimod [269], alemtuzumab [270], dimetilfumarato [135] o teriflunomida [252].  El número 

de plasmablastos hemáticos también disminuyó significativamente tras el tratamiento con 

ocrelizumab en nuestra serie. Esto también reviste interés clínico ya que dicho número se asocia 

en la EM con la gravedad de la enfermedad desde las primeras fases de la misma [271]. El efecto 

beneficioso de su disminución ya ha sido atribuido a otros TME como la teriflunomida en 

pacientes con EMRR [252], pero esto no había sido descrito en la EMPP. Aunque tras aplicar 
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Bonferroni esta reducción perdió su significación, de confirmarse la bajada en series más 

grandes, podría tener relevancia ya que se trata de una población efectora importante en la EM 

[271]. El bajo nivel de expresión de CD20 que muestran los plasmablastos en su membrana ha 

hecho que la efectividad de los anti-CD20 sobre esta población haya sido muy debatida [272], 

por lo que estos datos podrían confirmar la efectividad de ocrelizumab sobre la misma. 

A continuación estudiamos los posibles cambios inducidos por ocrelizumab en el compartimento 

de células B. Se detectó un claro aumento de la proporción de células B transicionales respecto 

a la población total de linfocitos B, confirmando que la repoblación de células B no solo no se ve 

afectada por ocrelizumab [261], sino que aumenta en respuesta a la depleción de linfocitos B. 

Por tanto, demostramos que la reconstitución B tras ocrelizumab en la EMPP ocurre de forma 

similar a lo que ya había descrito para el uso de rituximab como tratamiento para la artritis 

reumatoide [273], para el síndrome nefrótico idiopático [274], para inducción previa a trasplante 

renal [275] y, recientemente, para la EMRR [276].  

Además, observamos otros cambios muy relevantes. Mientras que la proporción de células 

naïve disminuía drásticamente, la proporción relativa de plasmablastos, respecto al total de 

células B, aumentó tras la administración de ocrelizumab, sugiriendo una rápida diferenciación 

de células B hacia fenotipos efectores. Esto indica que ocrelizumab, al menos en las primeras 

dosis, no debería considerarse un tratamiento de inducción en la EM. A su vez, el alargamiento 

del intervalo de dosis, que se ha considerado sobre todo en el contexto de la pandemia por 

COVID-19 [277], podría tener efectos deletéreos al menos en algunos pacientes.  

Al estudiar la producción de citoquinas por los linfocitos B se evidenció la disminución drástica 

del número de células B secretoras de TNFα, IL-6, IL-10 y GM-CSF. Además, se produjo una 

disminución relativa en la proporción de células B productoras de TNFα y un aumento relativo 

de las productoras de IL-10 respecto a la población B total, tal y como se había reportado en 

pacientes con EMRR [278]. Sin embargo, los aumentos relativos en células B productoras de GM-
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CSF e IL-6 demuestran que pueden surgir rápidamente algunas células B efectoras después del 

tratamiento con ocrelizumab, dejando en evidencia que el tratamiento anti-CD20 no 

reconstituye un sistema inmunitario completamente sano ni restablece la tolerancia inmunitaria 

por igual en todos los pacientes, como se ha propuesto por otros grupos [279], respaldando la 

necesidad del retratamiento. El estudio de la velocidad de repoblación de linfocitos B activados 

podría contribuir a la identificación de buenos respondedores a ocrelizumab.  

Aunque con niveles de expresión mucho menores, la molécula CD20 también se expresa de 

manera fisiológica en una pequeña parte de linfocitos T. Los linfocitos T CD20+ constituyen una 

población celular única con un fenotipo altamente activado, propiedades migratorias y pro-

inflamatorias gracias a la producción de citoquinas inflamatorias [280, 281]. Estas células se han 

encontrado en sangre, LCR y lesiones crónicas en cerebro de pacientes con EM [281, 282] y se 

ha propuesto que podrían desempeñar un papel importante en la patología de la EM [281]. La 

disminución de esta población ha sido descrita en pacientes EMRR tratados tanto con rituximab 

[283] como con ocrelizumab [263, 284]. Del mismo modo, se han descrito disminuciones en los 

recuentos totales de células T CD20+ para alemtuzumab, fingolimod y dimetilfumarato, pero no 

se observaron reducciones de las proporciones dentro del compartimento de células T para 

estos fármacos [281]. Por lo general, la EMPP es una forma clínica de la enfermedad con un 

menor componente inflamatorio que la EMRR, por lo que decidimos explorar la población de 

linfocitos T CD20+ en nuestra cohorte de pacientes. En este trabajo evidenciamos tanto su 

presencia en sangre periférica como la reducción de la misma, no solo en números absolutos 

sino también en porcentajes relativos, transcurridos 6 meses de la primera administración de 

ocrelizumab. Además, dicha disminución se produjo en todas las  subpoblaciones T CD20+ 

analizadas (naïve, memoria central, memoria efectora y terminalmente diferenciadas), respecto 

tanto a linfocitos T CD4+ como a T CD8+. Esta regulación a la baja podría ser parte del efecto 

beneficioso de ocrelizumab en la EMPP.  
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Con la excepción de las células T CD20+, no encontramos otros cambios significativos en los 

números absolutos de linfocitos T tras el tratamiento con ocrelizumab en nuestra cohorte. Sin 

embargo, está descrito que la eliminación, tanto ex vivo como in vivo, de la población B es capaz 

de disminuir las respuestas proinflamatorias de linfocitos T CD4+ como T CD8+ en pacientes 

EMRR tratados con rituximab, mediante la disminución de linfocitos T CD4+ y T CD8+ 

productores de IFN gamma y linfocitos T CD4+ productores de IL-17 [285]. Los efectos de la 

eliminación de células B sobre el compartimento T no se conocían en la EMPP por lo que 

decidimos explorar los posibles cambios inducidos por ocrelizumab en nuestra cohorte de 

pacientes. Ocrelizumab ocasionó una disminución de la proporción de células T CD8+ de 

memoria efectora con un aumento de las células T CD8+ naïve. Este fenómeno también se 

observó en la subpoblación T CD4+, aunque en este caso la disminución de células efectoras se 

produjo en las células terminalmente diferenciadas. Estos datos confirman que la depleción de 

células B induce una redistribución del compartimento de células T, favoreciendo la presencia 

de células naïve frente a efectoras.  

Ocrelizumab también mostró un efecto sobre las células T productoras de citocinas. 

Concretamente en nuestra cohorte de pacientes EMPP se produjo una disminución de los 

linfocitos T CD4+ y T CD8+ productores de IFNγ a los 6 meses de la administración de 

ocrelizumab. La eliminación de estas células proinflamatorias es importante ya que juegan un 

papel fundamental en el mantenimiento de la inflamación en la EM [286], y consideramos que 

el efecto duradero del fármaco sobre las células T productoras de IFNγ puede contribuir de 

manera directa al beneficio clínico en la EMPP. 

Al estudiar la respuesta innata, nos pareció importante monitorizar la expresión de PD-L1 por 

los monocitos ya que la interacción de esta molécula con su receptor PD-1, expresado en la 

superficie de las células T, representa un punto de control de la respuesta inmune, induciendo 

inhibición de proliferación, producción de citocinas y actividad citolítica que promueve la 
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autotolerancia [287, 288]. Parece que la capacidad supresora de esta molécula está disminuida 

en otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, y que su aumento provoca 

una mejoría clínica [289]. Dicho aumento ha sido reportado en respuesta al tratamiento con 

teriflunomida en pacientes EMRR [252]. En nuestra cohorte, observamos un aumento del 

número total de monocitos que expresan PD-L1, que podría tener una contribución importante 

en la modulación de la respuesta anómala que se produce en la EMPP. Esto podría ser causante 

en parte al efecto anti-inflamatorio que hemos observado en los linfocitos T. 

Siguiendo con el análisis de la respuesta inmune innata y, a diferencia de lo observado en 

respuesta a otros tratamientos en pacientes con EMRR [135, 248, 290], nuestros datos 

mostraron una ligera disminución en número, aunque no en el porcentaje, de células NK CD56 

bright, sugiriendo así que estas células no juegan un papel en la respuesta al tratamiento con 

ocrelizumab en la EMPP. 

Aunque la teoría apunta a que la respuesta humoral queda conservada tras el tratamiento con 

fármacos anti-CD20, la realidad es que esto no se refleja en la práctica clínica. En estudios 

previos con rituximab en EMRR, se demostró la reducción de la IgM sérica y, en menor medida, 

de la IgG [291-293], mientras que los niveles de IgA no se vieron afectados [291]. Los datos de 

seguimiento de los ensayos pivotales a lo largo de 5,5 años de tratamiento con ocrelizumab 

evidenciaron la disminución de las concentraciones no solo de IgM, sino también de IgG e IgA. 

Estas inmunoglobulinas disminuyen a razón de entre un 3% y un 4% al año, permaneciendo 

sobre el límite bajo de la normalidad en la gran mayoría de los pacientes [294]. En nuestros 

pacientes ocrelizumab indujo a los 6 meses una disminución de los niveles séricos de IgM, pero 

sin cambios en los valores de IgG e IgA. La disminución sustancial de IgM, pero no de IgG e IgA, 

es coherente con la vida media de las células plasmáticas CD20-. Las células plasmáticas de vida 

corta surgen en zonas extrafoliculares en respuesta a la inmunización primaria, persisten sólo 

unos días y producen anticuerpos de afinidad relativamente baja, principalmente de isotipo IgM 
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[295]. Por el contrario, la mayor parte de la IgG e IgA sérica es producida, predominantemente 

en la médula ósea, principalmente por células plasmáticas de vida larga [296]. Esto ocasiona que 

los niveles de IgM tienden a permanecer bajos durante períodos más largos que los de IgG y a 

menudo permanecen bajos después de que el nivel de células B haya vuelto a la normalidad 

[291]. Los pacientes con EM tratados con anticuerpos anti-CD20 tienen un mayor riesgo de 

infecciones en comparación con los pacientes tratados con otros tipos de TME [297], y existe 

una asociación entre la duración del tratamiento, la concentración sérica de IgG e IgM y el riesgo 

de infección [293]. La incidencia de infecciones graves se mantiene baja y no difiere mucho de 

la incidencia reportada en otras cohortes de pacientes EM que requieren hospitalización 

relacionada con infecciones [294]. Ninguno de los pacientes de nuestra serie experimentó 

infecciones graves durante el primer año de seguimiento, posiblemente debido a que la 

disminución de los niveles de IgM no parece tener consecuencias graves en pacientes tratados 

con anti-CD20. Estas complicaciones aparecen más frecuentemente asociadas a bajadas de IgG 

[293], siendo las más frecuentes las infecciones de tracto urinario y de vías respiratorias. La 

mayoría se resuelven sin mayor complicación y en muy pocos caso se discontinua el tratamiento 

con ocrelizumab [294]. En nuestros pacientes EMPP no se observó bajada de IgG durante el 

primer año de tratamiento con ocrelizumab, lo cual sustenta el hecho de que ninguno de ellos 

haya sufrido infecciones graves durante este periodo de seguimiento. 

Por último, exploramos los cambios en los niveles de los sNfL. Cada vez hay más datos que 

apoyan que los niveles de sNfL se asocian con la actividad de la enfermedad y la respuesta al 

tratamiento en los pacientes con EMRR [241]. En esta línea, observamos una clara disminución 

de sNfL en los pacientes que mostraban lesiones captantes de gadolinio en RM al inicio del 

tratamiento. Sin embargo, también se redujeron significativamente los valores de sNfL en más 

del 50% de los pacientes sin lesiones captantes de gadolinio, pero que mostraban unos niveles 

basales de sNfL superiores a 10 pg/mL. Esto sugiere que los pacientes EMPP que no reflejan un 

alto estado inflamatorio en la RM podrían tener cierta actividad inflamatoria que puede ser 
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modulada tras el tratamiento con ocrelizumab. Precisamente, un estudio recientemente 

publicado ha confirmado nuestros datos previos del valor de los sNfL para detectar la 

inflamación en la EMPP, y ha establecido que un valor de corte basal de sNfL de 10,2 pg/mL 

identifica a los pacientes en mayor riesgo de progresión [298]. Esto es importante puesto que 

hasta hace poco la RM era considerada la única herramienta para evaluar la actividad de la 

enfermedad [299] y, aunque es una técnica excelente para identificar la aparición de nuevas 

lesiones desmielinizantes, su realización en la práctica clínica suele ser anual, lo que puede 

retrasar la identificación de respondedores subóptimos. El estudio de sNfL podría 

implementarse de forma seriada en la práctica clínica habitual y facilitar la monitorización 

temprana de los tratamientos, posibilitando un ajuste precoz de las estrategias terapéuticas. 

Estos últimos resultados son los que abrieron la puerta a nuestro segundo trabajo, en el que 

vimos necesario estudiar los cambios producidos por ocrelizumab en pacientes EMPP en función 

del estado inflamatorio basal de cada paciente, con la intención de encontrar biomarcadores 

que identificasen respondedores o predijesen una buena respuesta al mismo. 

 

5.2 DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA INMUNOLÓGICA A OCRELIZUMAB EN FUNCIÓN 

DEL ESTADO INFLAMATORIO BASAL DE LOS PACIENTES EMPP 

No todos los pacientes con EMPP pueden ser considerados por igual, ya que esta forma clínica 

de la enfermedad engloba casos con o sin actividad y con o sin progresión [92]. Además, los 

ensayos clínicos de rituximab y ocrelizumab en la EMPP no evidencian si ambos fármacos 

benefician por igual a pacientes con diferente estado inflamatorio. Los análisis de subgrupos del 

ensayo OLYMPUS, que evaluaron el rituximab en pacientes con EMPP, sugirieron que este 

fármaco puede tener un mayor beneficio en el control de la progresión de la enfermedad en los 

pacientes más jóvenes, especialmente en aquellos con lesiones inflamatorias [194]. Sin 

embargo, los resultados del ensayo ORATORIO con ocrelizumab mostraron que este anticuerpo 
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anti-CD20 también es eficaz en los pacientes EMPP con un menor estado inflamatorio basal 

[205], aunque las características basales de los pacientes que participaron en este ensayo clínico 

fueron similares a las del subgrupo en el que rituximab demostró su eficacia. Por tanto, no queda 

claro si la diferencia en eficacia depende solo de sus mecanismos de acción, o si ocrelizumab 

actúa de diferente forma clínica e inmunológica en función del estado inflamatorio del paciente. 

El estado inflamatorio se utiliza en la clasificación actual de los pacientes con EM progresiva [82], 

por lo que, para realizar este trabajo, una cohorte de 69 pacientes con EMPP fue clasificada 

según su nivel de inflamación en función de la presencia (Gd+/inflamatorio) o ausencia (Gd-/no 

inflamatorio) de lesiones con realce de gadolinio en la RM basal, antes de iniciar tratamiento 

con ocrelizumab.  

Por otro lado, la monitorización de la actividad de la enfermedad durante el tratamiento se lleva 

a cabo mediante combinación de datos clínicos y paraclínicos [300] que permiten definir el 

estado del paciente en respuesta al tratamiento. NEDA-3 (del inglés, no evidence of disease 

activity-3) define al respondedor óptimo a una determinada terapia: 1) que no evidencie nuevas 

lesiones en T2 ni captantes de contraste en imágenes de RM; 2) con datos clínicos que apoyen 

la ausencia de brotes; y 3) sin aumento de su discapacidad, medida según la escala EDSS [301]. 

Este estado ha sido utilizado como forma de evaluación en diversos ensayos clínicos y estudios 

observacionales. Aunque el estado NEDA-3 es difícil de mantener a lo largo de los años [302], se 

sabe que alcanzar NEDA-3 en el primer año es un factor de buen pronóstico para la respuesta 

en los años siguientes. En nuestro estudio, al trabajar con pacientes EMPP en los que la aparición 

de brotes no es frecuente, no hemos hecho uso ni del término ODA (del inglés, ongoing disease 

activity) para definir a los pacientes que progresan, ni del término NEDA-3. De hecho, ninguno 

de los 69 pacientes EMPP analizados en este trabajo experimentaron 1 brote durante el primer 

año de seguimiento desde el inicio de ocrelizumab. Al eliminar la aparición de brotes de nuestra 

definición de estado clínico, estos términos han sido sustituidos por EDA (del inglés, evidence of 

disease activity) y NEDA (menos restrictivo que NEDA-3), respectivamente. 
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La edad podría ser otro de los factores que influyesen en la eficacia de ocrelizumab puesto que, 

en el ensayo OLYMPUS con rituximab, los pacientes más beneficiados fueron aquellos con 

edades inferiores a 51 años [194] y, en el ensayo ORATORIO con ocrelizumab, el rango superior 

de edad en el reclutamiento fue de 54 años [205]. Sin embargo, no hemos encontrado 

diferencias al analizar variables inmunológicas en función de la edad en nuestra cohorte, por lo 

que no hemos incluido este parámetro en nuestra clasificación. Del mismo modo, no 

encontramos diferencias en cuanto al sexo de los pacientes ni en cuanto a su EDSS basal. 

Por tanto, del total de nuestra cohorte, se han analizado y realizado comparaciones entre 4 

diferentes grupos de pacientes EMPP: 6 EDA Gd+, 10 NEDA Gd+, 12 EDA Gd- y 41 NEDA Gd-. 

En primer lugar, observamos que el número absoluto de linfocitos B de sangre periférica 

disminuyó drásticamente a los 6 meses de tratamiento con ocrelizumab, independientemente 

del estado inflamatorio basal del paciente y de la eficacia de respuesta al mismo. Sin embargo 

tras el tratamiento, en pacientes EDA inflamatorios, el número total de células B fue mayor que 

en el resto de grupos. Este hecho se produjo principalmente a expensas del número de células 

B transicionales y de células B productoras de TNFα, indicando una mayor tasa de repoblación 

de linfocitos B y una rápida diferenciación de células B con características proinflamatorias en 

este grupo de pacientes. La diferenciación temprana de linfocitos B inmaduros pero activados 

ya se había descrito en pacientes EMRR tratados con rituximab [276], aunque según lo publicado 

recientemente dicha repoblación no se asocia con un mayor riesgo de progresión clínica [303]. 

Nuestros datos en cambio apuntan a que, en la EMPP, la repoblación temprana del repertorio B 

ocurre principalmente en individuos con progresión de su enfermedad tras la administración de 

ocrelizumab. La monitorización de esta repoblación B podría valorarse como biomarcador para 

posibles reajustes de dosis o intervalos del tratamiento. 

Al estudiar las poblaciones de linfocitos B, la única diferencia basal observada en pacientes Gd+ 

respecto a Gd- fue el mayor número de plasmablastos, aunque la significación desapareció al 
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aplicar el test de Bonferroni. La asociación de los plasmablastos con la inflamación en la EM ha 

sido documentada en el LCR de pacientes EMRR [304]. Sin embargo nuestros datos, de ser 

validados en futuros trabajos, pondrían de manifiesto por primera vez el papel de los 

plasmablastos en la inflamación en la EMPP, así como su posible estudio en sangre periférica. 

Encontramos además valores aumentados en la proporción relativa de linfocitos B naïve de los 

pacientes Gd-. Esto podría sugerir alguna función alternativa de los linfocitos B en pacientes 

EMPP no inflamatorios, como podría ser una mayor presentación antigénica, lo cual tendrá que 

ser estudiado en futuros trabajos. 

De todas las poblaciones de linfocitos T analizadas, sólo las células T CD20+ disminuyeron en 

número, hecho que ocurrió en los cuatro grupos de pacientes analizados. El grupo EDA Gd+ fue 

el único que perdió significación tras la aplicación de Bonferroni, probablemente debido al bajo 

tamaño muestral. Estos datos apuntan a que la reducción de las células T CD20+ puede ser 

beneficiosa para los pacientes EMPP tratados con ocrelizumab, pero de forma independiente de 

su estado inflamatorio inicial. La activación de las células T y la producción de citoquinas también 

se modifican en base al estado inflamatorio del paciente y al tratamiento con TME, incluidos los 

anti-CD20 [285] pero no hay estudios realizados en EMPP. Por este motivo, aunque no 

encontramos variaciones en números absolutos, nos pareció importante explorar los cambios 

en las proporciones de subpoblaciones de linfocitos T. Las variaciones encontradas fueron 

similares a las reportadas en nuestro primer trabajo pero se limitaron exclusivamente al grupo 

NEDA Gd-. Estos pacientes mostraron una reducción de las células T CD4+ efectoras 

(terminalmente diferenciadas y de memoria efectora) y un aumento de las células naïve T CD4+ 

y T CD8+, así como de los ratios naïve/EM y naïve/TD. Así mismo, se produjo un descenso en la 

proporción de células T CD8+ que producen IFNγ, demostrando que la respuesta óptima a 

ocrelizumab en pacientes Gd- está condicionada por la remodelación del compartimento de 

células T hacia un perfil más tolerogénico. La activación del compartimento de células T por 

parte de las células B puede desempeñar un papel importante en la patología de la EMPP de 
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pacientes no inflamatorios y puede ser útil como biomarcador a la hora de reflejar una buena 

respuesta al tratamiento. En cuanto a los pacientes EDA Gd-, no encontramos una explicación 

clara para la ausencia de cambios en el repertorio de células T.  

Para dilucidar esto, exploramos los cambios producidos por ocrelizumab en células del sistema 

inmune innato y, de nuevo, sólo se encontraron variaciones significativas en los pacientes NEDA 

Gd-. Estos mostraron un aumento significativo en el recuento total de monocitos, debido 

principalmente a los que expresaban la molécula PD-L1 en su superficie. La interacción de PD-

L1 con su receptor PD-1 induce autotolerancia y suprime la actividad inflamatoria T [287]. 

Nuestros datos confirman que tras la administración de ocrelizumab, la regulación al alza de la 

expresión de PD-L1 por los monocitos contribuye a la remodelación del compartimento de 

células T observado exclusivamente en este grupo pacientes. Además demostramos, por 

primera vez en la EMPP, que la depleción de las células B es capaz de revertir la inflamación 

inducida por las mismas sobre células de la respuesta inmune innata [305]. 

Como era de esperar según los resultados reportados en nuestro primer trabajo, otra de las 

diferencias basales encontrada fue la de que los pacientes Gd+ presentaban valores de sNfL más 

elevados que los pacientes Gd-. De los 4 grupos, el grupo EDA Gd+ tuvo mayores niveles basales 

de sNfL en comparación con los dos grupos no inflamatorios, y con valores más altos también 

respecto a NEDA Gd+, pero en este último caso sin significación estadística. Estos datos 

demuestran que la presencia basal de lesiones que realzan gadolinio en la RM y los sNfL 

especialmente elevados se asocian en la EMPP con una alta tasa de repoblación de células B, y 

sugieren de forma contundente que estos pacientes deberían beneficiarse de un retratamiento 

temprano o de un reajuste de dosis de ocrelizumab. Por el contrario, en los pacientes NEDA Gd+, 

los bajos recuentos de células B a los 6 meses de tratamiento se asociaron con una reducción 

significativa de los niveles de sNfL en ese mismo intervalo de tiempo. Por último, en los pacientes 

no inflamatorios (tanto NEDA como EDA), los niveles de sNfL no cambiaron significativamente 
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tras el tratamiento con ocrelizumab, a pesar de la reducción de los recuentos de células B o de 

la respuesta al tratamiento. Esto es importante ya que el sNfL se está proponiendo como un 

biomarcador de respuesta a un gran número de fármacos en la EM [241] y podría existir una 

excepción en pacientes con baja actividad inflamatoria, donde su monitorización no estaría 

revelando una óptima o subóptima respuesta a ocrelizumab. 

En lo que respecta a las inmunoglobulinas, en los cuatro grupos de pacientes ocrelizumab indujo 

una disminución de los niveles séricos de IgM, sin cambios en los valores de IgG, tal y como 

reportamos en nuestro primer estudio. Así mismo, todos los grupos de pacientes mostraron un 

aumento de los ratios IgG/IgM e IgA/IgM. La mayoría de las moléculas IgM presentes en el suero 

son anticuerpos naturales que reaccionan contra antígenos no proteicos, siendo la especificidad 

antilipídica la más frecuente [144, 306], y la síntesis intratecal de anticuerpos IgM antilipídicos 

se asocia con un curso agresivo de la EM [145, 306]. Por tanto, la depleción ocasionada por 

ocrelizumab de las células B que producen estos anticuerpos puede tener un efecto beneficioso 

directo en la EMPP, lo cual es independiente del estado inflamatorio basal.  

Además, nuestros datos contienen resultados interesantes en cuanto a anticuerpos IgA. Los 

pacientes NEDA Gd- mostraron un aumento de los niveles séricos de esta inmunoglobulina tras 

el tratamiento con ocrelizumab, y valores elevados del ratio IgA/IgG. La IgA, producida 

principalmente en la superficie de las mucosas, funciona como un mediador crítico de la 

homeostasis intestinal [307] y, las células plasmáticas productoras de IgA reactiva frente a la 

microbiota intestinal pueden migrar a los órganos periféricos, con un papel potencial en las 

enfermedades autoinmunes extraintestinales [308]. En la EM, las células IgA específicas de la 

microbiota intestinal se consideran un mediador sistémico de la enfermedad que se comporta 

como un biomarcador informativo durante la neuroinflamación activa [309]. En el modelo 

experimental de la enfermedad, la migración de las células plasmáticas productoras de IgA 

desde la mucosa intestinal al SNC ha demostrado reducir la actividad de la enfermedad gracias 
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a la producción de IL-10 por estas células [310]. Aunque nuestros datos son muy preliminares, 

futuros trabajos demostrarán la implicación de la IgA y de la microbiota en la respuesta al 

tratamiento con ocrelizumab en la EMPP. 

Aunando los datos obtenidos en ambos estudios, se ha demostrado que la eliminación de células 

CD20+ por parte de ocrelizumab ocasiona una redistribución tolerogénica de poblaciones 

efectoras y reguladoras. La inflamación basal de los pacientes podría determinar las vías 

inmunológicas que impulsan la respuesta a ocrelizumab en la EMPP pero, independientemente 

de ello, la eliminación de las células B puede modificar los mecanismos subyacentes, 

contribuyendo a la mejoría del curso de la enfermedad y siendo eficaz en la mayoría de los 

pacientes. 
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1) En pacientes EMPP, ocrelizumab induce una drástica depleción del número absoluto de 

linfocitos B, debido principalmente a la reducción de las células B naïve y B de memoria 

y a las células B secretoras de TNFα, IL-6, IL-10 y GM-CSF.  

2) Respecto a los porcentajes sobre linfocitos B, se observa un aumento de células 

transicionales y plasmablastos y una bajada relativa de células naïve. También se 

produce una disminución de células B secretoras de TNFα, y un a aumento de las 

productoras de IL-6, IL-10 y GM-CSF, a los 6 meses de tratamiento. 

3) En el compartimento T se aprecia una bajada del número de células T CD20+ y un 

aumento del ratio entre poblaciones naïve y efectoras, tanto T CD4+ como T CD8+, 

favoreciendo un perfil tolerogénico. 

4) El tratamiento con ocrelizumab también induce un aumento del número de monocitos 

que expresan PD-L1, confirmando el efecto tolerogénico de la depleción de linfocitos B. 

5) Esta depleción de linfocitos B se asocia con una bajada de sNfL tanto en pacientes que 

presentan lesiones captantes de gadolinio en la RM basal, como en aquellos sin tales 

lesiones pero con valores basales de sNfL superiores a 10 pg/mL. 

6) La eliminación de los linfocitos B tiene distintos efectos sobre el sistema inmunitario 

dependiendo de la naturaleza inflamatoria de la enfermedad, medida según la presencia 

o ausencia de lesiones captantes de gadolinio en la RM basal. 

7) En los pacientes inflamatorios la respuesta subóptima al fármaco se asocia con una 

repoblación más rápida de los linfocitos B, sobre todo de células B transicionales y 

productoras de TNFα. Esto correlaciona con la presencia de niveles basales elevados de 

sNfL, que además no descienden con el tratamiento. 

8) La respuesta óptima se asocia en los pacientes inflamatorios con una bajada drástica de 

todas las subpoblaciones B y con un descenso de los niveles de sNfL hasta niveles 

normales. No se ha encontrado ninguna otra asociación entre subpoblaciones celulares 

o factores solubles con la respuesta a tratamiento de este grupo de pacientes. 
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9) En los pacientes no inflamatorios, los niveles de sNfL y la tasa de repoblación B no se 

asocian con la respuesta al tratamiento con ocrelizumab.  

10) En estos pacientes, la respuesta óptima a ocrelizumab se asocia a la redistribución de 

los compartimentos de células T y de monocitos, dirigidos hacia un perfil más 

tolerogénico, y a una expansión de la IgA en suero.   

11) La respuesta a ocrelizumab en pacientes con EMPP inflamatoria está mediada 

principalmente por una depleción mantenida de los linfocitos B, asociada a una 

normalización de los sNfL. En los no inflamatorios, la respuesta al fármaco viene 

marcada principalmente por la tolerización inducida en otros compartimentos celulares. 

12) Estos datos muestran dos mecanismos inmunológicos distintos que predominan en la 

fisiopatología de la EMPP en estos pacientes. En un futuro, la monitorización de dichos 

mecanismos podría utilizarse como biomarcador de respuesta al tratamiento con 

ocrelizumab. 
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