UNRB

Universitat Autonoma de Barcelona

ESTUDIO DE BIOMARCADORES
CON UTILIDAD CLINICA EN NEUROPATIAS AUTOINMUNES

Lorena Martin Aguilar

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




—————————————————————————————————————————————————
TESIS DOCTORAL

ESTUDIO DE
BIOMARCADORES
CON UTILIDAD CLIiNICA
EN NEUROPATIAS
AUTOINMUNES

LORENA MARTIN AGUILAR






TESIS DOCTORAL

ESTUDIO DE BIOMARCADORES
CON UTILIDAD CLINICA EN
NEUROPATIAS AUTOINMUNES

Tesis presentada para optar al grado de Doctor

Doctoranda:
Lorena Martin Aguilar

Director:
Dr. Luis Antonio Querol Gutiérrez

Tutora:
Dra. Isabel llla Sendra

UrB

Universitat Autbonoma
de Barcelona

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
Programa de Doctorado en Medicina
Departamento de Medicina

BARCELONA 2021






AGRADECIMIENTOS ## |

A Luis, por ofrecerme la oportunidad de trabajar en tu equipo; por ser un jefe cercano
y comprensivo. Por todo lo que me has ensefiado de la neurologia autoinmune, pero,
sobre todo, por todo lo que me has ensefiado en el trato con los pacientes y en la inves-
tigacion. No podria haber escogido mejor mentor. Y por supuesto, a Vera, por dejar que

tu padre corrigiera la tesis contigo en brazos.

A la Isabel, per obrir-me les portes de la unitat de Neuromuscular. A tot l'equip de la
unitat; Janina, Ricard, Jordi, Montse, Elena; i a tot l'equip del laboratori; Xavi, Noemi,
Eduard, per tot el vostre suport i coneixement i per fer-me sentir sempre com a
casa. Al Pol, per la seva bona disposicio i per totes les hores invertides en l'analisi
estadistic. | a la Fina, per ensenyar-me a pipetejar i introduir-me en el meravellos

mon dels cultius cel-lulars.

A Nuria, gracias por hacernos hablar de los problemas reales de los pacientes. Ellos no lo

saben, pero tienen un tesoro en ese busca que vale su peso en oro.

A todos los becarios de Neuromuscular; Rodrigo, David, Jorge, por el apoyo mutuo incon-
dicional y por las cervezas infinitas en la China, el Alegre o en el bar de enfrente, el
sitio da igual cuando se esta en buena compafiia. Y en especial, claro esta, a Cintay a
Elba. Sin vosotras esto no hubiese sido lo mismo. Doy gracias por haberos encontrado
en el camino y espero que forméis parte de él durante mucho tiempo. Sois geniales y

no debéis olvidarlo nunca.

A Ana, Esther, Patri y Sonia, por hacer que la vida en el laboratorio haya sido tan amena y
divertida; aunque parte del equipo se haya mudado, una parte egoista de mi espera que no

sea para mucho. Por supuesto, queda pendiente un viaje a Newcastle.

A tota la meva familia de Can Ruti; per ajudar-me no nomes en la meva formacié com

a neurologa, si no en el meu creixement personal. Us recordo amb afecte i il-lusio.



| w= AGRADECIMIENTOS

En especial a tots els residents que han compartit amb mi el cami, ara ja neurolegs
adjunts i alguna forense. No puc nombrar-vos a tots perqué no acabaria mai, pero en
especial, a la Planas, la residéncia sense tu no hagués sigut la mateixa. Tenir una coR

com tu al meu costat va fer les coses molt facils. Gracies per ser com ets.

Als meus pares, per creure en mi i per animar-me a viure. A la meva mare, per ser la dona
meés forta que conec. Al meu pare, per ensenyar-me a creure en les segones oportunitats

que ofereix la vida. A la meva germana, per ser el meu Yang. Us estimo amb bogeria.

A Carlos, por tu espiritu critico. Por ser capaz de ver la luz al final del tunel o de imaginartela,
al menos. Por obligarme a parar cuando yo no queria. Por respetarme y estar a mi lado con

condiciones.

Y a los pacientes, que sois el motivo principal y final de nuestras investigaciones, aunque
a veces el sistema sanitario y la burocracia haga que se nos olvide la importancia real que
teneéis. Porque cada dia me ensefidis cosas nuevas y porque espero seguir aprendiendo y

emocionandome con vosotros cada dia. Esta tesis también es por y para vosotros.









A AIDP:

AMAN:
AMSAN:
ASAN:
AUC:

B BHE:

: Barrera hemato-neural

C CAMSs:

Casprl:
CBA:
CIDP:
CJ:
CMAP:
CPA:
CNTN1:
cs:

Ccv:

D DADS:
DE:

E EAN:
ECN:

EGOS:

EGRIS:

ELISA:

FcR:

GDS:
GeoMedia:
GFAP:
GMSI-P:

H HEK:

HLA:

I IC:
ICC:

Igev:

1GOS:

I-RODS:

M MADSAM:
MAG:

MHC:

MRC sum score:
mRS:

N NF140:
NF155:

NF186:

Nav:

NfH:

NfL:

NMM:

OR:
PLEX:

RIC:
ROC:

A

SiMoA

»w VYO

<=

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda
Neuropatia axonal motora aguda

Neuropatia axonal sensitivo- motora aguda
Neuropatia sensitivo-atdxica aguda

Area bajo la curva

Barrera hemato-encefalica

Moléculas de adhesién celular

Protefna asociada a la contactina-1

Cell-based assays (ensayos basados en células)
Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
Campylobacter jejuni

Amplitud del potencial de accién motor compuesto

Célula presentadora de antigeno

Contactina-1

Controles sanos

Coeficiente de variacion

Variante de CIDP distal adquirida desmielinizante simétrica
Desviacién estandar

Neuritis autoinmune experimental

Estudios de conduccién nerviosa

Erasmus GBS Outcorne Score

Erasmus GBS Respiratory Insufficiency Score
Ensayo de inmunoadsorcién asociado a enzima

Receptor de la porcién Fc de inmunoglobulina

Guillain-Barré Disability Score

Media geométrica

Proteina acida fibrilar glial

Polineuropatia asociada a la gammapatia monoclonal de significado incierto

Células embrionarias de rifién humano
Antigeno leucocitario humano

Intervalo de confianza

Inmunocitoquimica

Inmunoglobulinas endovenosas

International Guillain-Barré Syndrome Outcome Study
Inflammatory Rasch-built Overall Disability Scale

Variante de CIDP multifocal adquirida desmielinizante sensitiva y motora
Glicoproteina asociada a la mielina

Complejo mayor de histocompatibilidad

Medical Research Council surm score

Escala modificada de Rankin

Neurofascina-140
Neurofascina-155
Neurofascina-186

Sodio voltaje-dependiente
Neurofilamentos de cadena pesada
Neurofilamentos de cadena ligera
Neuropatfa motora multifocal

Odds-ratio
Plasmaféresis

Rango intercuartilico
Receiver Operating Characteristic

: Single-molecule array
SGB:
SMF:
SNC:
SNP:

TLR:

VPP:
VPN:

Sindrome de Guillain-Barré
Sindrome de Miller-Fisher
Sistema nervioso central
Sistema nervioso periférico

Toll-like receptors

Valor predictivo positivo
Valor predictivo negativo

||



111 == [NDICE

AGRADECIMIENTOS . . .. ittt ittt eteeeeeaneeeeeenaeeseeaaneenaannens 3
ABREVIATURAS Y ACRONIMOS . . ..ttt e e e e e e e e 7
RESUMEN ... it i ettt eeeeeieeeaaeeeneaaneeneannaennns 1
ABS T R ACT ..ottt ittt et ettt et e e et e e 13
TUNTRODUCCION. ..o 17
1.1 ELNERVIO PERIFERICO ..ttt e 19
1.1.1. Estructura del nervio periférico y tipos de fibra nerviosa ..........ouuiiuiiiiinii i 19
1.1.2. El nodo de Ranvier y estructura de las fibras mielinizadas ......... ..o 22
1.1.3. Patologia basica del nervio periférico ... ..... ...t e 25
1.1.3.7. Degeneracion @aXON@l. « v v v v v v e ettt ettt ettt e e 25
1.1.3.2. DesmielinizaCion SEGMENTAITA .« v vttt ettt ettt ettt ettt ittt 26
I T T T = = PP 27
1.1.4. Inmunologia del Nervio periférico . ... .....oouu e s 27
1.1.4.7. Labarrera hemato-NeUral. . ...ttt ettt ettt et e 28
1142, InMUNOIOGIA CEILIAT . o v vttt ettt ettt et et et 29
11430 Inmunidad humoral . ... e oo e 30
1.2. NEUROPATIAS AUTOINMUNES . . ...ttt ettt e 31
1.2.1. Introduccion y clasifiCacion. ... ..ottt e 31
1.2.2.Sindrome de GUIllain-Barré (SGB) ... ..ottt ittt et ettt ettt 31
1.2.2.1. Caracteristicas clinicas y variantes del SGB . . . oottt ittt e e 34
1.2.2.1.1. SGB tipico: polineuropatia inflamatoria desmielinizante aguda (AIDP). .« v« oottt et eiieees 35
1.2.2.0.2.Varantes CiNICAS « .« v v v v e ettt ettt et e e e e e e e e e ettt e 35
1.2.2.2. Fisiopatologia del SGB . ..ottt ettt et e 38
1.222.7. HISEOPALOIOGIA « « v v v e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e 38
1.2.2.2.2. Anticuerpos y mimica MOLECUAr. . ... ..o v e e e 41
0 TR oL o PPt 44
1.2.2.3.1. SINtOMAS 1ESIAUALES .+« v v v v e ettt et et ettt ettt b4
1.2.2.3.2. Ventilacion y mortalidad. . . . ... v e et e 45
1.2.2.3.3. Marcadores ProNOSTICOS « « v« v v v v v ettt et e e e e e e e e e e e ettt et e et e 46
1.2.2.3.4. MOELOS PrONGSLICOS. « v v v v v v vt e e ettt et e e e e e e e e e e e e e ettt ettt e e e et et e et 46
1.2.3. Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP)........oiuuiiiiiiiiiiiiienn. 48
1.2.3.1. Caracteristicas clinicas de a CIDP y SUS VaranteS. .« v v v v ttuuuttee ettt ettt e 49
1.2.3.2. Fisiopatologia de [a CIDP . oo vttt e e e 50
1.232.7. HISEOPALOIOGIA « « v v v e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e 51
1.232.2. Inmunidad CelUlar. . .. ..o e 51
1.2.3.2.3. Inmunidad humoral y anticuerpos enla CIDP . ... ..ottt e e e ettt 53
1.2.3.2.3.1. Anticuerpos contra proteinas de la mielina y los gangliésidos. . .. ....oouuuu ettt 54
1.2.3.2.3.2. Anticuerpos contra proteinas del nodo y paranodo de RANVIEr .. ..........ouueeeeiiiiniinnnnnnneeennn 54
1.2.3.2.3.2.1. Anticuerpos anti-neurofascind-155 (NFT55) . .« v v v v ettt ettt 55
7 T TR oL o R 57
1.3. BIOMARCADORES EN NEUROPATIAS AUTOINMUNES ... ..ottt 58
1.3.1. Marcadores de dafio @axonal .. ... s 59
1.3.1.7. Neurofilamentos de cadena pesada (NfH) . ..o ottt ettt e 62
1.3.1.2. Neurofilamentos de cadena ligera (NfL). .« oottt e e e eiieees 62
1.3.2. Marcadores de dafio MIelMICO . .. ...ttt e e 63
1.3.3. Biomarcadores SENELICOS .. ...ttt ettt et et et e et e e e e 65
1.4. RELEVANCIA CLiNICA DE LA DETECCION DE AUTOAN:I'ICUERPOS Y
NEUROFILAMENTOS EN PACIENTES CON NEUROPATIAS AUTOINMUNES ..............oovieat, 66



INDICE ## 111

2.HIPOTESIS ..ot 69
2.0 HIPOTESIS GENERAL. ...ttt ettt e e 7
2.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS ..ot Al

2.2.1. Biomarcadores de dafno axonal en el sindrome de Guillain-Barré (SGB).........ccovviiiiiiiiiiiiiinnnn. 71
2.2.2.Respuesta terapéutica, biomarcadores de dafio axonal y autoanticuerpos
anti-neurofascina-155en 1a CIDP . .. ..ot e e e Al

B OB ETIVOS ... 73
3.0. OBJETIVO GENERAL. . ..ot e e e e e e et e 75
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS. . ..ottt e 75

3.2.1. Biomarcadores de dafo axonal en el sindrome de Guillain-Barré (SGB).........covviiiiiiiiiiiiiinnnnn. 75
3.2.2.Respuesta terapéutica, biomarcadores de dafio axonal y autoanticuerpos
anti-neurofascina-155 en 1a CIDP . ...ttt e et e e e 75

4. MATERIAL Y METODOS . ... ..o 77

4.1. PACIENTES Y RECOGIDA DE DATOS. . . ottt 79
4.1.1. Pacientes con sindrome de Guillain-Barré. .. ... ... it s 79
4.1.2. Pacientes con CIDP con anticuerpos anti-neurofascina-155 (CIDP anti-NF155+) .........coviiiiineinnn.. 81

4.2. DETERMINACION DE NEUROFILAMENTOS DE CADENA LIGERA ... ..o 82

4.3. DETECCION Y TITULACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-NF155. ...ttt 82
4.3.1. InmunocitoquUiMICa (ICC) .. vttt ettt et ettt e et e ettt et e 82
4.3.2.Titulacién y subclases de anticuerpos IgG anti-NF155. . . ... .t 83

4.4, GENOTIPADO DEL ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO (HLA) .......ooiiiiieeiieaainnn. 84

4.5 ANALISIS ESTADISTICO . ...ttt ettt ettt ettt et e et et 84

B RESULT AD S ...t e e e e e e 89

5.1. SINDROME DE GUILLAIN-BARRE . ... ...ttt ettt et e 91
5.1.1. Caracteristicas basales de 105 PaCientes. . ... ...ttt t ittt ettt et e 91
5.1.2. Asociacién de los niveles basales de sNfL con las caracteristicas de la enfermedad..................... 91
5.1.3. Asociacién de los sNfL basales con las escalas clinicas de gravedad. ... 96
5.1.4. Niveles de SNFL @l @fi0 . ..ottt e et e e 97
5.1.5. Asociacién de los niveles basales de SNfLy el prondstiCo. .......uuenntiini it 97
5.1.6. Capacidad de los niveles de sNfL para predecir endpoints clinicamente relevantes..................... 101

5.2. PACIENTES CON CIDP ANTI-NF 1SS+, .o e e e e e 102
5.2.1. Screening de autoanticuerpos anti-NF155 mediante ensayos basados en células (CBA) ................ 102
5.2.2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con CIDP anti-NF155+. ... ...ttt 103
5.2.3.Respuesta al tratamiento y seguimiento CliNiCO ... ...ttt e 105
5.2.4. Caracteristicas inmunolégicas basales ......... ... 109
5.2.5.Niveles séricos de NfL basales. .. ... e e e 109
5.2.6.Relacién entre los titulos de NF155, niveles de sNfL y el estado clinico............c.ocoiiiiiiiiiinat. 110
5.2.7. Relacién entre los titulos de NF155, niveles de sNfL y respuesta al tratamiento

con rituximab: CINGLICa. . ... .t e 112

6.DISCUSION ... e 17

7. CONCLUSIONES . ..o e e e e 131

8.LINEAS DE FUTURO . ...t e 135

9.BIBLIOGRAFIA ... 141






RESUMEN ## |V

El dafio axonal es el sustrato patolégico de la discapacidad permanente en muchos tras-
tornos neuroldgicos, entre los que se encuentran las neuropatias autoinmunes. La cuan-
tificacion y el seguimiento longitudinal del dafio axonal son importantes para evaluar la
actividad de la enfermedad, monitorizar la respuesta al tratamiento, asi como facilitar
el desarrollo de nuevos tratamientos y determinar el prondstico. Actualmente no existen
biomarcadores predictores de respuesta terapéutica o de pronostico a largo plazo para los

pacientes con neuropatias autoinmunes.

En la presente tesis investigamos el valor de los neurofilamentos de cadena ligera en suero
(sNfL) en el sindrome de Guillain-Barré (SGB) como biomarcador prondstico a largo plazo
y el valor de los anticuerpos anti-neurofascina-155 (NF155) v de los niveles de sNfL en
los pacientes con polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria cronica (CIDP) con

anticuerpos anti-NF155 como biomarcadores de actividad clinica y respuesta terapéutica.

Para ello determinamos los niveles sNfL en 98 pacientes con SGB incluidos prospectivamente
en el /nternational GBS Outcorne Study (1GOS) y realizamos una regresion multivariable para
analizar la asociacion entre los niveles de sNfL y el resultado funcional al afio. Los pacientes con
SGB tuvieron niveles de sNfL mas altos que los controles sanos (CS) (55.49pg/mL vs 9.83pg/mL,
p<0.001) y se correlacionaron con las escalas de gravedad clinica GDS y I-RODS. Los pacientes
con una variante motora pura y sindrome de Miller Fisher mostraron niveles de sNfL mas altos
que los pacientes con un SGB sensitivo-motor, y los pacientes con la variante electrofisioldgica
AMAN tuvieron niveles de sNfL. mas altos que otras variantes. Niveles elevados de sNfL. basales
se asociaron con la incapacidad para correr (OR=1.65; IC del 95%: 1.14-2.40; p=0.009) y con una
menor puntuacién en la escala I-RODS (B -2.60; 95% B -4.66-(-0.54); p=0.014) al afio. Se calcu-
laron puntos de corte para predecir enapoints clinicamente relevantes al afio con elevada
especificidad: incapacidad para caminar de forma independiente (>319pg/mL), incapacidad
para correr (>248pg/mL) y capacidad para correr (<34pg/mL). Por lo tanto, concluimos que
los niveles basales de sNfL se asocian a la gravedad de la enfermedad vy a las variantes

axonales y que los sNfL tienen un valor prondstico independiente en pacientes con SGB.

11
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En el caso de los pacientes con CIDP anti-NF155+ incluimos 40 pacientes de 24 centros
diferentes, en los que se analizaron los niveles de autoanticuerpos y sNfL basales y durante
el sequimiento. Los pacientes presentaron una debilidad progresiva (75%), sensitivo-motora
(87.5%) y simétrica de predominio distal en las extremidades superiores (97.2%) e inferiores
(94.5%), con temblor y ataxia (75%). La respuesta al tratamiento con inmunoglobulinas
endovenosas (86.8%) o a los corticosteroides (72.2%) fue escasa en la mayoria de los
pacientes, mientras que el 77.3% respondi¢ al tratamiento con rituximab. Se detecto el
HLA-DRB1*15 en el 91.3% de los pacientes. Los anticuerpos IgG4 fueron el isotipo predo-
minante en todos los pacientes y los titulos de anti-NF155 se correlacionaron con la escala
mRS dentro del mismo paciente (r=0.41, p=0.004). Los niveles de sNfL fueron mayores en la
CIDP anti-NF155+ que en los CS (36.47pg/mL vs 7.56pg/mL, p<0.001) y se correlacionaron
con los titulos anti-NF155 (r=0.43, p=0.001), con la puntuacion en la escala I-RODS al inicio
(r=-0.88, p<0.001) y con el maximo I-RODS alcanzado (r=-0.58, p=0.01). Los titulos de anti-
NF155 vy los niveles de sNfL disminuyeron en todos los pacientes tratados con rituximab.
Por lo tanto, concluimos que la CIDP anti-NF155+ presenta un perfil clinico y de respuesta
al tratamiento especifico y que el rituximab es eficaz en la CIDP anti-NF155+ resistente al
tratamiento. Los titulos de autoanticuerpos vy los niveles de sNfL son utiles para monitorizar

el estado de la enfermedad en estos pacientes.

Asi pues, los dos estudios reportados en la presente tesis demuestran que los biomarca-
dores son Utiles en el manejo clinico de los pacientes con neuropatias autoinmunes, ya sea
como biomarcadores de pronostico a largo plazo, como demuestra el estudio de sNfL en el
SGB, 0 como biomarcadores de actividad clinica y respuesta terapéutica, como demuestra el

estudio de sNfL v titulos de anticuerpos anti-NF155 en los pacientes con CIDP anti-NF155+.



ABSTRACT ## |V

Axonal damage is the pathological substrate of permanent disability in many neurological
disorders, including autoimmune neuropathies. Quantification and longitudinal follow-up of
axonal damage are important to assess disease activity, monitor response to treatment,
facilitate the development of new treatments and determine prognosis. Nowadays, there
are no biomarkers predictive of therapeutic response or long-term prognosis for patients

with autoimmune neuropathies.

In this thesis we investigated the value of serum neurofilament light chain levels (sNfL) in
Guillain-Barré syndrome (GBS) patients as a long-term prognostic biomarker and the value
of anti-neurofascin-155 (NF155) antibodies and sNfL levels in chronic inflammatory demy-
elinating polyradiculoneuropathy (CIDP) patients with anti-NF155 antibodies as biomarkers

of clinical activity and therapeutic response.

For this purpose, we determined sNfL levels in 98 GBS patients prospectively included in the
International GBS Outcome Study (IGOS) and we performed multivariable regression to analyze
the association between sNfL levels and functional outcome at 1 year. GBS patients had
higher sNfL levels than healthy controls (HC) (55.49pa/mL vs 9.83pg/mL, p<0.001). sNfL levels
correlated with the GDS and I-RODS scales. Patients with pure motor variant and Miller Fisher
syndrome showed higher sNfL levels than patients with sensory-motor GBS and patients with
the AMAN electrophysiological variant had higher sNfL levels than other variants. High baseline
SNfL levels were associated with inability to run (OR=1.65; 95% Cl: 1.14-2.40; p=0.009) and
lower I-RODS (B -2.60; 95% [ -4.66-(-0.54); p=0.014) at 1 year. Cut-off points predicting clini-
cally relevant outcomes at one year with high specificity were calculated: inability to walk inde-
pendently (>319pg/mL), inability to run (>248pg/mL) and ability to run (<34pg/mL). Therefore,
we conclude that baseline sNfL levels are associated with disease severity and axonal variants

and have an independent prognostic value in GBS patients.

For the study of anti-NF155 CIDP patients, we included 40 patients from 24 different

centers, in whom baseline and follow-up sNfL and autoantibody levels were analyzed.

13
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Patients presented progressive (75%), sensory-motor (87.5%) and symmetrical weakness of
distal predominance in upper (37.2%) and lower (94.5%) extremities, with tremor and ataxia
(75%). Response to intravenous immunoglobulins (86.8%) or corticosteroids (72.2%) was
poor in most patients, while 77.3% responded to rituximab. HLA-DRB1*15 was detected in
91.3% of patients. IgG4 antibodies were predominant in all patients and anti-NF155 titers
correlated with mRS within the same patient (r=0.41, p=0.004). sNfL levels were higher in
anti-NF155+ CIDP than in HC (36.47pg/mL vs. 7.56pg/mL, p<0.001) and correlated with
anti-NF155 titers (r=0.43, p=0.001), with I-RODS at baseline (r=-0.88, p<0.001) and with
maximum [-RODS achieved (r=-0.58, p=0.01). Anti-NF155 titers and sNfL levels decreased
in all rituximab-treated patients. Therefore, we conclude that anti-NF155+ CIDP presents
a specific clinical and treatment response profile, and that rituximab is effective in treat-
ment resistant anti-NF155+ CIDP. Autoantibody titers and sNfL levels are useful to monitor

disease status in these patients.

Thus, the two studies reported in the present thesis demonstrate that biomarkers are useful
in the clinical management of patients with autoimmune neuropathies, either as biomarkers
of long-term prognosis, as demonstrated by the study of sNfL in GBS, or as biomarkers of
clinical activity and therapeutic response, as demonstrated by the study of sNfL and anti-

NF155 antibody titers in patients with anti-NF155+ CIDP.
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INTRODUCCION ## 1

1.1. EL NERVIO PERIFERICO

El nervio periférico forma parte del sistema nervioso periférico (SNP) y se conforma de
un haz de fibras nerviosas que transmite informacion sensitiva y motora entre los tejidos
y los 6rganos del cuerpo y el sistema nervioso central (SNC). Se pueden clasificar como
nervios periféricos motores (eferentes), sensitivos (aferentes) o mixtos, en funcion del tipo

de axones de neuronas que los formen.

1.1.1. Estructura del nervio periférico y tipos de fibra nerviosa

Las fibras nerviosas estan compuestas por la asociacion de axones y células de Schwann.
Los axones son prolongaciones efectoras de las neuronas especializados en la conduccion de
los impulsos eléctricos. Forman extensiones cilindricas alargadas y delgadas que se originan
en los cuerpos de células neuronales que se encuentran en el cerebro, la médula espinal o la
raiz dorsal y los ganglios auténomos y conectan el SNC a los érganos y musculos periféricos.
A diferencia de las dendritas, los axones no contienen reticulo endoplasmico rugoso, por lo
que la sintesis de proteinas se encuentra en el soma neuronal (pericarion) y las proteinas se
transportan a lo largo del axon. El axén consta de neurofilamentos, microtubulos, mitocon-
drias y vesiculas de transporte. Su citoesqueleto estd formado principalmente por neurofi-
lamentos intermedios especializados, que estan compuestos por tres tipos de subunidades
que se polimerizan para formar filamentos no ramificados de aproximadamente 10 nm de
diametro !, y los microtubulos (25 nm de didmetro), compuestos por dimeros de tubulina
alfa y beta, que polimerizan para formar un tubo helicoidal de 13 protofilamentos. Estos
proporcionan el mecanismo para transportar organulos, como las mitocondrias, a lo largo de

las considerables distancias desde el cuerpo celular hasta el 6rgano terminal.

La célula de Schwann es la célula glial de sostén del SNP y tiene funciones de proteccion y
soporte metabolico del axén. Existen dos tipos de células de Schwann: no mielinizantes (células
de Remak) o mielinizantes. Estas Ultimas producen una cubierta con lipidos abundantes a partir
de la modificacién estructural y bioquimica de su membrana plasmatica 2, llamada vaina de

mielina, en forma de espirales concéntricas, que aislan el axén del compartimento extracelular
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permitiendo la conduccion rapida de los impulsos nerviosos. La mielina es una sustancia lipopro-
teica compuesta por fosfolipidos y glicolipidos como los cerebrdsidos, sulfatidos y gangliésidos,

y por colesterol.

Las fibras nerviosas estan protegidas por un tejido conjuntivo organizado en tres compo-
nentes bien definidos: el endoneuro, que rodea cada fibra nerviosa individual; el perineuro,
que rodea cada fasciculo de fibras nerviosas; y el epineuro, una cubierta de tejido conectivo
denso que rodea todo un nervio periférico y llena los espacios entre los fasciculos nerviosos,

albergando los capilares que irrigan los nervios (vasa nervorum) (figura 1).

Spinal nerve >
Epineurium > ..
L - . . . .
> 0504 Epineurium Perineurium
Axon > / \ /

Blood vessels /
L
® % ] )

Fascicle —————>» [®

fe=e]

Perineurium ——»

Endoneurium /

Figura 1: Estructura macroscopica del nervio periférico. Adaptada de Wikimedia Commons

Las caracteristicas funcionales del axén de una fibra nerviosa determinan su morfologia y
la de la célula de Schwann gue le da soporte. Las fibras nerviosas pueden estar mielini-
zadas o no y se clasifican en diferentes tipos A, By C (clasificacion de Erlanger y Gasser) en
funcion de sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales (estructura, diametro, velocidad
de conduccién) (tabla 1). Su velocidad de conduccion depende del diametro de las fibras
y la existencia o no de una vaina de mielina que envuelve el axén. Las fibras mielinizadas

gruesas y medianas (A y B) conducen los impulsos motores y las sensaciones del tacto,
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presién y propiocepcion. Las fibras mielinizadas finas y las fibras amielinicas conducen las

sensaciones térmicas, nociceptivas y autonémicas.

Clasificacién Clasificacion . Diametro . vC
o Funciones Mielina
Erlanger y Gasser numérica (pm) (m/s)
Ad la Motor somaético, propiocepcion 12-20 Si 70-120
(husos musculares)
Aa b Propiocepcién (Organos de Golgi) 12-20 Si 70-120
AB 1l Tacto, presion 5-12 Si 30-70
Ay Motor (husos musculares) 3-6 Si 15-30
Ad 11l Dolor (rapido), temperatura, tacto 2-5 Si 5-30
B Preganglionar autonémico <3 Si 3-15
Dolor (lento), temperatura,
(o v mecanorreceptores, 0.2-15 No 1-2
postganglionar autonémico

Tabla 1: Clasificacion de los tipos de fibras nerviosas. Extraida de Marani et al. 2012°

En las fibras nerviosas amielinicas, una célula de Schwann engloba a varios axones
pequefios en su citoplasma, dandoles soporte. En las fibras mielinizadas, cada célula de
Schwann proporciona mielina a un solo axén, envolviendo un segmento de longitud variable
(20-2000pm). Entre dos células de Schwann mielinizantes, persiste un pequefio segmento
de axén expuesto de 1-2um llamado nodo de Ranvier. El espacio entre dos nodos de Ranvier,

ocupado por una célula de Schwann, es el espacio internodal o internodo (figura 2).

&

Célula de Schwann
no mielinizante

Lamina basal Célula de Schwann
-\ 77—
Iy iy

Internodo Nodo Internodo

Célula de Schwann
mielinizante

Figura 2: Estructura de una fibra mielinizada y tipos de células de Schwann (creada con BioRender)
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A nivel molecular, un conjunto complejo de eventos quimicos vy eléctricos permite la propa-
gacion de la sefial eléctrica. La membrana del axdn esta revestida con canales de sodio
voltaje-dependientes (Nav), controlados por un sensor de voltaje que responde al nivel del
potencial de la membrana. En las fibras amielinicas, la propagacion del impulso se produce
de forma continua, mientras que en las fibras mielinicas la transmisién de los impulsos se
realiza mediante conduccién saltatoria entre los nodos de Ranvier (figura 3). La despolari-
zacion solo ocurre en las pequefias areas no aisladas de la membrana entre los internodos,
y el potencial de accién salta de un nodo de Ranvier a otro. En los nodos de Ranvier hay un
gran numero de canales de Nav (hasta cuatro 6rdenes de magnitud superior a la densidad
de los axones amielinicos %), que permiten que los potenciales de accién se regeneren de
forma eficaz en ellos. Este tipo de conduccion es mas rapida y requiere menos energia que

la propagacion continua de la excitacion nerviosa.

Open ion channels Closed ion channels

gy |®

\ /

Myelin Neurilemma m::;m Q m@'@it

sheath / v @' (RARNORARARURUNAN AR S

"4

TERRELLRERE R R Ry 4

N e

\

Node of Ranvier
Dendrites

Schwann cell Synapse
Axon hillock . -
£ " X - Schwann
3 ) iy e B \ i ' _ cell nucleus
2 ” f»y/ % . Organelles Saltatory conduction of action potential
)\ Soma with neuron nucleus

Figura 3: Propagacion del potencial de accién en una fibra mielinizada. Adaptada de Wikimedia Cormmons.

1.1.2. El nodo de Ranvier y estructura de las fibras mielinizadas
Las fibras mielinizadas se organizan en su unién axo-glial mediante una serie de dominios

de membrana con caracteristicas funcionales especificas: el nodo de Ranvier y sus regiones
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adyacentes, los paranodos y yuxtaparanodos (figura 4). La funcion del axon y su integridad

dependen de esta organizacién en dominios .

Juxtaparanode Paranode Node Paranode Juxtaparanode

Basal lamina e I

QS— GM1 — s e
\1— Unknown antigen T = = —

'Sc=hwar1n ce_ll nj?croyill' /' AnkyrinB //cf
| \risg necam D v £ [ ‘B

T s e

=T
= _Myelin 77‘* Unknown antigen__

Figura 4: Nodo de Ranvier. Adgptada de Querol et al 2017

Los nodos de Ranvier son dominios axonales flanqueados por uniones paranodales
y son caracteristicos de las fibras mielinizadas del sistema nervioso. A diferencia de los
internodos, su membrana axonal no esta envuelta por mielina, aunque se encuentra en
contacto directo con las microvellosidades de las células de Schwann; de esta forma, el
axoén se encuentra expuesto y se comunica con el ambiente extracelular. Su diametro varia
entre 1 a 2 pm, siendo de menor tamafio que el internodo, lo que sugiere una reduccién de
la fosforilacién y/o un empaquetamiento mayor de los neurofilamentos en los nodos .
Los nodos de Ranvier permiten la propagacion saltatoria rapida de los potenciales de accion
gracias a la presencia de grupos de canales de Nav y la propiedad capacitiva de la mielina”.
La subunidad a predominante en el nodo es Navl.68°, pero también contienen canales de K,
encargados de estabilizar el potencial de reposo '°. Ambos tipos de canales quedan anclados al

citoesqueleto axonal gracias a proteinas estructurales como las anquirinas vy la BIV-espectrina.
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En el nodo de Ranvier también encontramos moléculas de adhesion celular (CAMs) que actiian
como puente entre las células de Schwann vy el citoesqueleto del axén. Entre ellas se encuentran
la NrCAM vy la isoforma de neurofascina de 186 kDa (NF186) !, que se unen a la gliomedina,
una proteina de matriz glial sintetizada por las células de Schwann que promueve la formacion
de los nodos en el SNP>*2. La localizacién nodal de los canales de Nav viene determinada por
estas interacciones axo-gliales **, sugiriendo que la célula de Schwann es la responsable del

agrupamiento de los canales de Na y del mantenimiento de la estructura del nodo de Ranvier.

En las regiones directamente adyacentes a los nodos, denominadas paranedaes, los bucles
de mielina forman una unién estrecha, similar a un tabique, con la membrana axonal *°.
Estas uniones axo-gliales estan formadas por complejos entre las proteinas axonales
contactina-1 (CNTN1) vy la proteina asociada a la contactina-1 (Casprl), ambas proteinas
de membrana en el axolema que forman un dimero, y la isoforma 155 de la neurofascina
(NF155), expresada en los bucles paranodales de la célula de Schwann *¢. La unién de

este complejo permite la separacion entre los canales de potasio del yuxtaparanodo vy los

canales de Nav del nodo de Ranvier V.

La region contigua al paranodo es el denominado yuxtaparanodo, donde existe una alta
concentracion de canales iénicos de potasio voltaje-dependientes (principalmente Kvl.1
y Kvl.2), que permiten reestablecer el potencial de membrana de reposo después de un
potencial de accion. Su anclaje al citoesqueleto del axdn se realiza mediante la proteina
de anclaje 4.1.B y las isoformas all y Bll de la espectrina y esta mediado por el complejo
formado por la proteina asociada a contactina-2 (Caspr2) y la glicoproteina axonal transito-

riamente expresada 1 (TAG1), también conocida como contactina-2 (CNTN2).

Elinternodo es la zona comprendida entre dos yuxtaparanodos y es el dominio estructural
mas extenso en la superficie de una fibra mielinizada. También contiene CAMs que ayudan
a estabilizar la unién axo-glial: nectin-like CAMs como las Necll, Necl2 y Necl4 vy la glico-

proteina asociada a mielina (MAG) (tabla 2).
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Nodo de Ranvier Paranodo Yuxtaparanodo | Internodo
Gliomedina
Célula de Laminina Necl2y 4
Schwann HSPGs NF155 TAG1 MAG
Colageno V
CAMs NF186 CNTN1 TAG1 Necll v 2
axonales NrCAM Casprl Caspr2 v
Canales Navl.6 Kvl.1
axonales KCNQ2,3 Kv1.2
- 4.1B
Citoesqueleto AnquirinaG L 41B
axonal BIV-espectrina A Tl all/Bll-espectrina
P all/Bll-espectrina P

Tabla 2: Organizacion y composiciéon de los dominios de las fibras mielinizadas del SNP.
Adaptada de Salzer et. al. 2008,

La organizacion de la fibra nerviosa mielinizada en los diferentes dominios descritos previa-
mente permite la conduccion saltatoria de los impulsos nerviosos, ya que, para una propa-
gacion eficiente del potencial de accion, es crucial que los canales de Na y K voltaje-depen-
dientes permanezcan en regiones distintas. La ausencia de algunas proteinas encargadas
de la union axo-glial o de la agrupacion de los canales Nav o K provoca una alteracion de la

conduccién saltatoria en modelos animales 8.

1.1.3. Patologia basica del nervio periférico

Desde un punto de vista neuropatologico, las neuropatias se pueden clasificar en axonales,
desmielinizantes, combinadas (mixtas) o por afectacion primaria de la neurona. Reciente-
mente, la reciente aparicién del concepto de nodopatia *° ha revolucionado la clasificacion

clasica de las neuropatias.

1.1.3.1. Degeneracion axonal
La enfermedad afecta primariamente a los axones produciendo una degeneracion axonal
y secundariamente una ruptura de la vaina de mielina. La degeneracion axonal se puede

inducir por 3 mecanismos diferentes (figura 5):

~1
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1. Degeneracion Walleriana: degeneracion axonal distal al sitio de transeccién del nervio 2.
LLos mecanismos de regeneracion se producen a través de un aumento de células de Schwann,
que se inician de forma distal al sitio de la transeccion y se inicia un proceso de regeneracion de

forma temprana pero lenta (2-3 mm/dia; “axonal sprouting’).

2. Axonopatia o “Dying-back degeneration”: degeneracion distal de los axones por un
trastorno metabdlico en el axén con un fallo del trasporte axonal %*. Su efecto clinico
es la polineuropatia simétrica y es el mecanismo mas frecuente de las neuropatias

toxicas o metabdlicas.

3. Neuronopatia: degeneracién axonal por una alteracién morfolégica o metabdlica del
cuerpo neuronal. Se puede afectar la segunda neurona motora o las neuronas sensi-

tivas primarias y las manifestaciones clinicas derivaran del tipo de neurona afectada.

Motor neuron Wallerian Dying-back
(myelinated) degeneration degeneration

Neuronopathy

Figura 5: Mecanismos de degeneracion axonal (creada con Biorender)

Ademas, puede existir una degeneracién axonal secundaria después de un proceso desmie-
linizante primario, cuyo mecanismo mas probable es la degeneracion Walleriana, en las

zonas en las que se produce una desmielinizacién segmentaria severa %,

1.1.3.2. Desmielinizacion segmentaria

En las neuropatias donde el proceso primario es la desmielinizacion, se produce un dafio en la
vaina de la mielina en los segmentos internodales, con preservacion de los axones 2*. La desmie-
linizacién acostumbra a iniciarse en los nodos de Ranvier y puede ser inducida por cambios

metabolicos de las células de Schwann, invaginacion de la mielina (por ejemplo, en neuropatias
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compresivas), formacion de edema en la vaina de mielina o descamacién de la misma por
linfocitos activados o macréfagos, como ocurre en el sindrome de Guillain-Barré (SGB). En los
casos en los que se produce de forma repetida desmielinizacion y remielinizacion, las células de
Schwann se dividen y algunas de ellas son incapaces de encontrar un segmento de axén que
envolver, de manera que se separan y crean una capa fina alrededor de las fibras, formandose

las células de Schwann en bulbos de cebolla (“orion bulbs”).

1.1.3.3. Nodopatias

Recientemente, la nodopatia se ha introducido como un concepto nuevo en la fisiopatologia de
las neuropatias inmunomediadas *°?#?°. Este concepto nace del descubrimiento de la participa-
cién de la region nodal en |a fisiopatologia de las neuropatias inmunomediadas y de la necesidad
de reformular la clasificacién de las neuropatias como desmielinizantes o axonales en aquellos
pacientes en los que no hay afectacion desmielinizante clara ni denervacion en el estudio de
aguja, pero en los que existe una caida de la amplitud de los potenciales motores en la neuro-
grafia, traduciendo un fallo de la conduccién motora que es reversible cuando mejora el cuadro.
Este concepto permite establecer un continuo fisiopatoldgico desde el bloqueo transitorio de la
conduccion nerviosa hasta la degeneracion axonal; ya que el bloqueo de la conduccion puede
ser rapidamente reversible sin que se desarrolle una dispersion temporal excesiva y, eventual-
mente, la degeneracién axonal puede ser la consecuencia del bloqueo de conduccién primario.
El término nodopatia se centra en el sitio de la lesion del nervio primario, evita la confusion
con las neuropatias desmielinizantes segmentarias y elude la aparente paradoja de que
algo axonal pueda ser reversible y tener un buen prondstico %6, como ocurre cldsicamente

en algunos pacientes con una neuropatia axonal motora aguda.

1.1.4. Inmunologia del nervio periférico

La interaccién del sistema inmunoldgico con los nervios periféricos contribuye al desarrollo
de neuropatias inflamatorias, infecciosas o paraneoplasicas. Los efectores del sistema
inmunoldgico tanto celular como humoral estan implicados e incluyen células T, células NK,

macréfagos, anticuerpos y proteinas del complemento.
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1.1.4.1. La barrera hemato-neural

Axon
Pericito Unién mielinizado
estrecha

Célula
endotelial

- Fibroblastos

‘ Macréfagos

Célula de Remak

Endoneuro

Sanguineo

Membrana
basal

Figura 6: Componentes de la barrera hemato-neural
(adaptada de Richner et al. 2019%, creada con Biorender).

En la figura se observa un vaso sanguineo endoneural individual rodeado por células endoteliales,

pericitos y la membrana basal. La BHN esta expuesta a las células y moléculas que circulan en

la sangre, protegiendo los componentes del endoneuro (células de Remak, axones mielinizados,
macrofagos residentes vy fibroblastos) de los factores toxicos.

El nervio periférico esta aislado del sistema inmune por la barrera hemato-neural (BHN),

equivalente a la barrera hemato-encefalica (BHE) en el SNC. Su integridad es fundamental

para la homeostasis del sistema inmune en el SNP e implica que éste sea considerado

un sistema “inmuno-privilegiado”. Aun asi, su aislamiento es menor que el de la BH

E 27,28

por lo que algunos autores han sugerido que el término “interfaz hemato-nerviosa” seria

mas apropiado °°. La BHN se encuentra en la capa mas interna del perineuro y esta formada

por células endoteliales de los vasos endoneurales, conectadas por uniones estrechas, por

pericitos y por una membrana basal *° (figura 6). A nivel proximal, en las raices nerviosas y

el ganglio raquideo dorsal, asi como en sus segmentos mas distales, donde se encuentra la

union neuromuscular, la BHN no estd presente y, por tanto, estas areas estan mas expuestas

a moléculas y células circundantes.
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1.1.4.2. Inmunologia celular

La sensibilizacién de los linfocitos T en el nervio periférico implica el reconocimiento de
péptidos con epitopos antigénicos expresados en el endoneuro. La célula T es activada
gracias a las células presentadoras de antigeno (CPA), como los macréfagos *2 o las células
de Schwann >4, Tras su activacion, las células T secretan citoquinas proinflamatorias (IL2,
IFNy, TNFa) *° que contribuyen a propagar la respuesta inmune e iniciar su expansion clonal,
asi como la activacion de los macréfagos endoneurales o migrantes, que participan en la

actividad fagocitica y citotoxica contra la mielina o las células de Schwann.

A) PRESENTACION DE ANTiGENOS B) RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS

Complejo
MHC-I

Citoquinas
proinflamatorias:
IL-1, IL-6, IL-13
TNFa
TGFB

e o
Citoquinas e ®0 o o
antinflamatorias: °
IL-10 - "

.'—‘ R
Apoptosis
Factores de 3

crecimiento:
NGF, CNTF, GDGF

C) REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE D) TERMINACION DE LA RESPUESTA INMUNE

Figura 7: Acciones de la célula de Schwann en el sistema inmune.
Adaptada de Horste et al, 2008 y creada con BioRender.

Las células de Schwann participan activamente en las respuestas inmunitarias innata y
adaptativa (figura 7). Estas expresan receptores de reconocimiento de patrones, como
los receptores tipo Toll (TLR) *®, que les permite reconocer sefiales de peligro exégenas y

enddgenas. Ademas, controlan la respuesta de las células T actuando como CPAs, como
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demuestran las biopsias de nervio de pacientes con SGB y CIDP, donde se observa una
tincidn positiva para MHC de clase Il en ellas /8. Tras ser activadas, pueden producir
y secretar citoquinas >, éxido nitrico*® y CAMs *, que ayudan a amplificar la respuesta
atrayendo a otras células, como los macrofagos. Por otro lado, también pueden producir
citoquinas antinflamatorias, ayudando a prevenir la sobreactivacion de la respuesta

inmune *?, y pueden terminarla promoviendo la apoptosis de las células T%>.

Uno de los mas conocidos ejemplos de inmunidad celular en el nervio periférico es la neuritis
aguda experimental (EAN). La EAN puede ser inducida mediante la sensibilizacion del nervio

2444 P04 o la galacto-

periférico por diferentes proteinas mielinicas como la proteina P
cerebrosidasa #’. Los animales desarrollan una enfermedad monofdsica que consiste en

debilidad y ataxia, donde los nervios periféricos son infiltrados por macrofagos y células T.

1.1.4.3. Inmunidad humoral

Uno de los mecanismos clave de la patogénesis de la desmielinizacién inmunomediada
del nervio periférico es la respuesta aberrante de las células B contra glicolipidos y glico-
proteinas. Los anticuerpos pueden dafiar la mielina mediante diferentes mecanismos:
uniéndose al receptor Fc de los macréfagos e induciendo citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos; al opsonizar las estructuras diana, promoviendo su internalizacion por los
macrofagos; o, al unirse a los epitopos antigénicos, activando la via clasica del comple-
mento *8; dando como resultado la formacién de poros, y permitiendo la entrada de calcio

y liberacion de proteasas.

El paradigma clasico del papel de la inmunidad humoral en el nervio periférico son los anti-
cuerpos antigangliosido en el SGB, pero la presencia de anticuerpos contra gangliésidos o
glucolipidos también se han descrito en la CIDP, en la neuropatia motora multifocal (NMM) y
en las neuropatias ataxicas crénicas *°. Ademas, aproximadamente el 50% de los pacientes
con neuropatia asociada a gammapatia monoclonal tiene anticuerpos IgM anti-MAG °°.

Recientemente, se han descrito varios autoanticuerpos que reconocen diferentes antigenos
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localizados en el paranodo y el nodo de Ranvier en la CIDP y que se asocian a fenotipos
clinicos especificos ®°2. La patogenicidad de estos anticuerpos ha sido demostrada en
algunos casos especificos, como en los anticuerpos antigangliosido (GQ1b o GD1b) en el
SGB>***y en los anticuerpos paranodales anti-neurofascina-155 y anti-contactina-1 en la

CIDP >>°6,

1.2. NEUROPATIAS AUTOINMUNES

1.2.1. Introduccién y clasificacion

Las neuropatias inflamatorias o autoinmunes son un grupo heterogéneo de enfermedades raras
del SNP caracterizadas por la disfuncién y el dafio de diferentes estructuras de los nervios peri-
féricos. Su diagnostico se basa en criterios clinicos vy electrofisiolégicos, lo que determina una
gran heterogeneidad en su espectro clinico. Existen formas agudas englobadas en el sindrome
de Guillain-Barré (SGB) y sus variantes, y crénicas como la polirradiculoneuropatia inflama-
toria desmielinizante crénica (CIDP), la neuropatia motora multifocal (NMM) o la polineuropatia
asociada a gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI-P). La presencia de infiltrados
inflamatorios en nervios y raices >’ asi como su respuesta a tratamientos inmunomoduladores 8,

apoyan su patogenia autoinmune.

1.2.2. Sindrome de Guillain-Barré (SGB)

El SGB es una neuropatia inflamatoria autoinmune aguda caracterizada por una debilidad
flacida simétrica y ascendente con hiporreflexia o arreflexia, de curso subagudo y monofa-
sico, que alcanza su nadir en las primeras 4 semanas, si bien el 70% de los pacientes lo
alcanza en 2 semanas. Aunque se trata de una neuropatia rara, es la neuropatia paralitica
aguda mas comuny mas grave; en una revision sistematica de estudios de América del Norte
y Europa, su incidencia varié de 0.81 a 1.89 casos por 100.000 personas-afio >°. Su inci-
dencia aumenta con la edad (un 20% por cada década) y es mas comun en hombres que en
mujeres, siendo el riesgo relativo 1.78 (IC 95% 1.36-2.33) veces mayor en los hombres 696,

Se desconacen las razones de la distribucion por edad y sexo, que no son las tipicas de una

enfermedad autoinmune.
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Dos tercios de los pacientes presentan un antecedente de infeccion previa, principal-
mente infecciones respiratorias de vias altas o gastroenteritis °. Se ha descrito su asocia-
cién con muchos patégenos®, pero los mas frecuentes son el Campylobacter jejuni
(CJ) (30-40%) ©? y el Citomegalovirus (CMV) (10%) ®°. Otros patégenos como el Myco-
plasma, Haemophilus, el virus Zika®* o |la Hepatitis £°° también se han asociado a SGB.
Otro mecanismo causal descrito en la literatura son las vacunas; en las que solo se ha
demostrado su relacién con las primeras campafias masivas de vacunacion de la gripe ,

y no se ha demostrado un claro mecanismo causal en vacunaciones posteriores .

Los sintomas del SGB son variables, aunque en la forma tipica predomina una debilidad
subaguda de predominio proximal relativamente simétrica que puede progresar rapida-
mente y afectar a la musculatura craneal, bulbar y respiratoria. Aunque los criterios clinicos
clasicos hablan de una ausencia de sintomas sensitivos, la mayoria de los pacientes refieren
algun tipo de sintoma sensitivo, como acroparestesias °©. Los sintomas craneales mas
frecuentes son la paralisis facial (hasta en un 70% de los casos) y otros sintomas comunes
son la disfunciéon autonémica (como hipertension o fluctuaciones prominentes en la tension
arterial o el ritmo cardiaco, o hiperhidrosis) ®° y el dolor (como sintoma precedente al inicio
de la debilidad en un tercio de los pacientes, en la fase aguda de los sintomas y también
como dolor crénico) 7.

El diagndstico de la enfermedad es fundamentalmente clinico 772

y se realiza en base a
las caracteristicas clinicas, la evolucién y la ausencia de enfermedades concomitantes, asi
como diversaos factores que apoyan el diagndstico, entre los que se encuentran los estudios
neurofisiolégicos vy la disociacién albumino-citolégica en la puncién lumbar. Estos criterios
se basan en los criterios definidos inicialmente por Asbury y Cornblath 73, posteriormente

ampliados a los criterios de Brighton ’*’* (tablas 3 y 4).
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Hallazgos necesarios

Debilidad progresiva bilateral de brazos y piernas (inicialmente pueden estar involucradas sélo piernas)

Reflejos musculares profundos ausentes o disminuidos en las extremidades afectadas (en algiin momento de la
evolucidn clinica)

Hallazgos que respaldan firmemente el diagnéstico (criterios de apoyo)

Alcance del nadir de dias a 4 semanas (generalmente <2 semanas)

Simetria relativa de sintomas y signos

Sintomas y signos sensitivos relativamente leves (ausentes en la variante motora pura)

Afectacién de pares craneales, especialmente paralisis facial bilateral

Disfuncion autonémica

Dolor muscular o radicular en la espalda o en las extremidades

Aumento del nivel de proteinas en LCR; niveles normales de proteinas no descartan el diagnéstico

Caracteristicas electrofisioldgicas de neuropatia motora o sensitivo-motora (la electrofisiologia normal
en las primeras etapas no descarta el diagndstico)

Tabla 3: Criterios diagnosticos del SGB. Adaptado de Willison et al. 2016"

Nivel de certeza diagnéstica

Criterios diagnésticos

2 3 4

Debilidad flacida bilateral de las extremidades + + + +[-
Arreflexia o hiporreflexia en las extremidades débiles + + + +/-
Curso monofasico y nadir entre 12h y 28 dias + W W HE
<50 células en LCR + +2 - +[-
Proteinas en LCR por encima de los valores normales + +-2 = S
ECN compatible con alguna variante del SGB + +[- - +[-
Ausencia de un diagnéstico alternativo + + + +

Tabla 4: Criterios diagndsticos de Brighton. Adaptado de Fokke et al, 2014 7

a: Sino hay disponibilidad de LCR, los estudios de conduccion nerviosa (ECN)
deben ser compatibles con un SGB

El tratamiento especifico del SGB es Util en cualquiera de las variantes del SGB y se basa funda-
mentalmente en dos terapias: las inmunoglobulinas endovenosas (Igev) v la plasmaféresis /57",
La plasmafeéresis fue el primer tratamiento que demostro eficacia en reducir la gravedad del SGB
y en lamejora de su prondstico ’8 y, posteriormente, un ensayo clinico aleatorizado demostré que
ambos tratamientos tienen una eficacia similar cuando se utilizan 5 recambios plasmaticos en

comparacion con la dosis estandar de Igev (2g/kg) °. La comodidad de la administracion y su

mejor disponibilidad han hecho que las Igev se conviertan en el tratamiento estandar del SGB.
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Se ha descrito que algunos pacientes presentan un empeoramiento clinico tras la primera
dosis de Igev (fluctuaciones relacionadas con el tratamiento) y algunos autores han propuesto
como posible mecanismo una disminucion de la concentracion de inmunoglobulinas en
sangre, por lo que en estos casos se planteaba la opcion de administrar una sequnda dosis
de Igev. Recientemente se han publicado los resultados de un ensayo aleatorizado a recibir
una segunda dosis de Igev en pacientes con mal pronostico y que ha resultado negativo: no
se han observado diferencias en eficacia clinica y los pacientes que recibieron una segunda

dosis de Igev tuvieron mas efectos adversos, incluyendo mas eventos tromboembdlicos &°.

Los corticoides no han demostrado efectividad en el SGB®!, aunque existen algunas series
de casos en los que el uso de bolus de metilprednisonola ev como terapia afiadida podria

82,83

ser efectiva , particularmente, en pacientes que presentan un SGB como complicacion

neuroldgica tras tratamiento con inhibidores de los puntos de control inmunitarios 848°.

1.2.2.1. Caracteristicas clinicas y variantes del SGB

La clasificacion de las variantes del SGB atendiendo a criterios electrofisioldgicos es la mas
utilizada. Los subtipos mas comunes son la polineuropatia inflamatoria desmielinizante
aguda (AIDP) y la neuropatia motora axonal aguda (AMAN), pero existen otras variantes
clinicas menos frecuentes (tabla 5), como la neuropatia sensitivo-ataxica aguda (ASAN),
el sindrome de Miller-Fisher (SMF) o la encefalitis de Bickerstaff y las variantes loco-regio-
nales. Existe una diferencia notable en la distribucién geografica de los subtipos de SGB: en
Europa y América del Norte el SGB desmielinizante representa hasta el 90% de los casos £°,
mientras que en China, Japén, Bangladesh y Méjico 889, |a variante AMAN representa el

35-65% de los casos.
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Subtipos y variantes clinicas del SGB Anticuerpo antigangliésido

Polineuropatia aguda inflamatoria desmielinizante

(AIDP) Ne
Neuropatia axonal motora aguda (AMAN) GM1, GDla
Neuropatia axonal sensitivo-motora aguda (AMSAN) GM1, GDla
SGB sensitivo GD1b
Neuropatia sensitivo-ataxica aguda (ASAN) Disialosil
Sindrome de Miller-Fisher GQ1b, GTla
Encefalitis de Bickerstaff GQlb, GT1a
Variante faringo-cérvico-braquial GTla
Diplejia facial con parestesias No
Variante paraparética No
Pandisautonomia aguda No

Tabla 5: Espectro clinico del sindrome de Guillain-Barré y anticuerpos antigangliésidos asociados

1.2.2.1.1. SGB tipico: polineuropatia inflamatoria desmielinizante aguda (AIDP)

Durante muchos afios y desde su descripcion original, el SGB se consideré un trastorno
unico y se denomind polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP,
por sus siglas en inglés). Ademas, los criterios diagnésticos del SGB se han basado en las
caracteristicas clinicas y electrofisioldgicas de la AIDP. Esta se caracteriza electrofisiolégica-
mente por la presencia de rasgos desmielinizantes en la neurografia motora, destacando la
presencia de latencias distales alargadas, velocidades de conduccién reducidas, bloqueos
de la conduccién o dispersion del potencial motor y aumento de latencia o desaparicion de
las respuestas F, en ausencia de caidas de amplitud generalizadas y denervacién. Todo ello
puede no estar presente al inicio de la enfermedad y por tanto, en caso de sospecha clinica

y estudio electrofisiolégico precoz normal es conveniente valorar su repeticion ’>.

1.2.2.1.2. Variantes clinicas

Variantes axonales: Neuropatia axonal motora aguda (AMAN) y neuropatia
axonal sensitivo-motora aguda (AMSAN).

Desde los primeros casos de SGB descritos por Guillain, Barré v Strohl en Francia en 1916 *°,

el SGB fue considerado siempre como una enfermedad unica. Este concepto cambié en

~1
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los afios 1990, cuando se reportaron casos axonales en el norte de China y se acufi¢ el concepto
de AMAN -3 En comparacion con la AIDP, las variantes axonales tienen una menor frecuencia
de afectacién craneal, menor frecuencia de afectacion sensitiva y disautonomia °* y su progre-

sién clinica y tiempo hasta el nadir es mas répido %°.

La mayoria de los casos estan precedidos por una enfermedad gastrointestinal con diarrea v,
especificamente, se asocia a la infeccion por CJ 84997, Sus sintomas son predominantemente
motores y los hallazgos electrofisioldgicos son compatibles con dafio axonal, presentando caida
de amplitudes de los potenciales motores, asi como presencia de signos de denervacion en el
estudio de aguja, en ausencia de desmielinizacion %8, lo que implica un proceso similar o idéntico

al AMSAN, con la excepcién de los potenciales sensitivos normales °*~°.

La variante AMSAN del SGB presenta un patron clinico y epidemiolégico similar al de la
variante motora pura y se diferencia de ella por la presencia de sintomas sensitivos mas
prominentes. El estudio electrofisioldgico presenta caracteristicas axonales en las neuro-
grafias motoras y sensitivas, en ausencia de rasgos desmielinizantes. Este sindrome repre-
senta una variante de SGB que es clinicamente indistinguible de los casos tipicos, aunque

muy agudos, pero en los que los axones son el objetivo de la reaccion inmunitaria.

La evidencia sugiere que AMAN y AMSAN comparten un perfil inmunolégico comun y representan
un continuo dentro del espectro del SGB axonal °>*%° ya que la presencia de anticuerpos anti-
gangliésido anti-GM1 y anti-GD1a se asocia fuertemente a las dos formas axonales 4%00-102,
Ademas, se ha demostrado que la afectacién de las fibras sensitivas que distingue a las dos

variantes axonales suele estar implicada de forma subclinica en pacientes con AMAN 103,

Variantes sensitivas puras y ataxicas: sindrome de Miller-Fisher (SMF) y neuro-
patia sensitivo-ataxica aguda (ASAN)

El SMF, caracterizado por la triada clasica de oftalmoparesia, ataxia y arreflexia

4

con anticuerpos anti-GQ1lb positivos %4, es la mas frecuente de ellas. Representa
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aproximadamente el 5% de los casos de SGB en América del Norte y Europa, pero es
mas frecuente en Asia Oriental (hasta un 20-25% de los pacientes) 1°419° La diplopia
suele ser el primer sintoma, seguido de la ataxia de las extremidades o de la marcha,
aunque pueden encontrarse formas parciales con ataxia u oftalmoparesia aislada. Los
movimientos de las extremidades de gran amplitud, descoordinados y escasamente
metricos son indistinguibles de una ataxia eferente cerebelosa vy, de hecho, se ha postu-
lado que se pueda asociar una afectacién central cerebelosa 1967198 En general, el
SMF es considerado como un cuadro benigno y autolimitado; aunque también puede

aparecer debilidad bulbar y complicaciones respiratorias.

Una variante del SMF en la que aparece afectacion central con alteracién del nivel de
conciencia y signos de afectacién de vias largas es la encefalitis de Bickerstaff, también
asociada a anti-GQ1b*%. En la encefalitis de Bickerstaff se pueden encontrar lesiones de
aspecto inflamatorio en el tronco del encéfalo 971 responsables de la clinica central de

los pacientes.

El SMF vy sus variantes menores se caracterizan por presentar con una frecuencia muy
elevada (50-95%) anticuerpos IgG contra los gangliosidos GQ1b, siendo la correlacion clini-
co-inmunoldgica mas solida de las neuropatias autoinmunes 1°°. En muchas ocasiones, esta
reactividad se acompafia de reactividad cruzada con el gangliésido GT1a, que comparte un

epitopo terminal comun con GQ1b (NeuNAcNeuNAcGal).

Por otro lado, el SGB se puede presentar Unicamente con sintomas sensitivos, sean globales
o de alguna de las modalidades sensitivas de forma aislada 1*>'*. En esta variante aparece
alteracion de la sensibilidad profunda con Romberg positivo, sin alteracion de la fuerza ni
de la oculomotricidad. La presencia de Romberg positivo sugiere que la ataxia en la ASAN,
a diferencia del SMF, tiene un origen periférico *>7'. Recientemente, se ha demostrado
que la ASAN tiene una reactividad especifica contra el epitopo terminal disialosil de los

gangliésidos 8,
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Variantes loco-regionales: paralisis faringo-cérvico-braquial.
La mayoria de las formas de SGB aparecen de forma simétrica y con predominio de la
clinica en las extremidades, pero también se pueden encontrar formas con afectacién focal.

[ 19 en la que

La mas caracteristica y mas rara es la paralisis faringo-cérvico-braquia
aparece debilidad en la musculatura bulbar, cervical y proximal de las extremidades supe-
riores. Esta variante se asocia a anticuerpos contra el gangliésido GT1la de forma aislada
120121 "pe| mismo modo que en el SMF, también pueden aparecer formas parciales, en
forma de paralisis bulbar pura. Aunque infrecuentes, su reconocimiento tiene implicaciones

terapéuticas y, por lo tanto, es importante tenerlas en cuenta.

1.2.2.2. Fisiopatologia del SGB

La inmunopatogenia del SGB es relativamente desconocida; se han postulado varios meca-
nismos inmunitarios implicados, incluyendo la inmunidad humoral y celular, la deposicion
del complemento, las citoquinas proinflamatorias y otros mediadores inflamatorios 2.
Muchas de estas implicaciones se han obtenido de estudios basados en la neuritis aguda

experimental (EAN).

1.2.2.2.1. Histopatologia

La mayoria de las caracteristicas histopatoldgicas en el SGB se describieron hace afios en los
hallazgos de autopsias “>'2. Existen varios estudios que muestran edema, desmielinizacion
segmentaria, dafio axonal e infiltrados inflamatorios, con una afectacién mas importante de
la raiz como mas proximal es el segmento analizado *%°. La secuencia descrita por Haymaker
y Kernohan en 1949 muestra que el primer hallazgo encontrado es el edema (dia +4 desde
el inicio de los sintomas), seguido de cambios en la mielina y en el axon (dia +5), aparicion de
células linfocitarias (dia +9) y, finalmente, aparicion de células fagocitarias como macréfagos

(dia +11) 123,

En la AIDP, cambios tempranos en el nervio incluyen la unién de anticuerpos y deposicién

de complemento en la superficie de las células de Schwann y mielina %4, sequido de la
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invasion de las células T y macréfagos *2°. En los estudios patolégicos cldsicos del SGB,
la desmielinizacion fue mas prominente junto a las regiones de intensa inflamacién peri-

22126 con una acumulacion de linfocitos y macréfagos en una distribucion perivas-

venular
cular y con predileccion por las raices espinales 2%, Por este motivo, se postula que una
hipotética secuencia sea que las células T activadas, estimuladas por una infeccién previa,

alteran la BHN, atacan los antigenos endoneurales v liberan citocinas inflamatorias 2%*’,

que atraen a los macréfagos, produciendo la desmielinizacion y el dafio axonal 2218
Se cree que la diana del proceso patolégico es la mielina en si y no las células de Schwann,
ya que los macrofagos invaden la vaina de mielina, dejando el citoplasma de la célula de

Schwann intacto en las fases tempranas de la enfermedad *4°.

En cambio, en la variante AMAN, los hallazgos en autopsias muestran una degeneracion axonal
con poca desmielinizacion o inflamacién *, sin infiltrados inflamatorios, y aparecen depésitos de
IgG y complemento en el axolema de los nodos de Ranvier de las fibras motoras **°. La degene-
racion axonal parece estar causada por el complejo de ataque de membrana vy la degeneracion
Walleriana ocurre desde las raices ventrales hacia los nervios motores. Estudios patoldgicos con
microscopia electronica han demostrado la presencia de macréfagos en el espacio periaxonal
de los internodos mielinizados *2>*3!. Modelos animales experimentales de AMAN, utilizando
animales sensibilizados con gangliosidos GM1, han creado lesiones muy similares a las humanas
y han ayudado a entender su patogénesis **2. Aunque la patogenia de la AMAN no se ha diluci-
dado por completo, estos hallazgos son sugestivos de un ataque mediado por anticuerpos alta-
mente selectivo en las membranas axonales, en lugar de una enfermedad mediada por células
T99130 (figura 8). La etapa final de este proceso es la interrupcion de los axones motores, con
degeneracion axonal Walleriana que se extiende hasta la zona de entrada de la raiz ventral.
Estos pacientes solo pueden recuperarse mediante la regeneracién, un proceso que requiere
periodos de tiempo muy largos y que, ademas, es poco probable que se complete. Sin embargo,
existe evidencia que sugiere que los anticuerpos IgG anti-GM1 o anti-GD1a se unen al axolema
en el nodo de Ranvier, conduciendo a la formacion del complejo de ataque a la membrana y

produciendo fallos de la conduccién. Estos cambios inmunomediados reversibles en los nodos de
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Ranvier pueden explicar la rapida recuperacion que ocurre en algunos pacientes con AMAN, tasa
comparable a la de los pacientes con AIDP. Estos pacientes con fallos de conduccién nodales

reversibles son clasificables dentro del concepto de nodopatia descrita previamente.

Nervio periférico

Complemento Anticuerpo diana
Anti-GML1 o J MAC desconocida ®

GDla O / \
%}M% A

“ ,
Nodo de Macréfago Célula de

Ranvier Schwann
AMAN AIDP

Figura 8: Inmunopatogénesis en el SGB.
Adaptada de van den Berg et al. 2014*%*y creada con Biorender.
Los anticuerpos anti-GM1 y anti-GD1a se unen al axolema nodal, esto activa el complemento, seguido
de la formacion del completo de ataque de membrana (MAC), produciendo la desaparicion de los
canales de Nav. Este dafio puede provocar desprendimiento de mielina paranodal y bloqueos de la
conduccién nerviosa. Posteriormente, los macréfagos invaden desde los nodos de Ranvier hacia el
espacio periaxonal. En el caso de la AIDP, los antigenos son desconocidos, pero se presume que se
dirigen contra la vaina de mielina. Los anticuerpos pueden activar el complemento, lo que conduce a
la formacién de MAC en la superficie externa de las células de Schwann, el inicio de la degeneracién
vesicular y la invasion de la mielina por macréfagos.

Existe discusién al respecto de los hallazgos patoldgicos en las variantes motoras del SGB.
Algunos autores han descrito la presencia de edema perineural en los segmentos mas
proximales de pacientes con variantes axonales **'3°, donde la permeabilidad vascular es

mayor, y en concordancia con los hallazgos patoldgicos descritos por Haymaker y Kernohan,
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en los que el edema fue el primer hallazgo patolégico descrito *%°. En estos casos, se postula
que podria existir un componente humoral primario que causa la inflamacion y el edema
en las raices motoras, determinando un aumento de presion endoneural, potencial causa
de un compromiso del flujo vascular transperineural, produciendo un dafio isquémico v el

consiguiente fallo en la conduccién nerviosa.

1.2.2.2.2. Anticuerpos y mimica molecular
En la patogenia del SGB hay que recalcar la importancia del mimetismo molecular entre algunos

componentes de la superficie de algunos microorganismos (lipooligosacaridos) y los gangliésidos

del nervio periférico, como se ha demostrado en los pacientes con infeccién previa por CJ .

Membrana
nervio periférico

Ganglidsido GM1

Ceramida
out - in
-
LOS Campylobacter —
Py Lipido A . ==
—
pR———
— —
® ==
| —4
e = =
% pS— =
o

Membrana celular
Campylobacter

Figura 9: Mimetismo molecular entre los gangliésidos v lipooligosacaridos de Campylobacter (LOS).
Adaptada de Wim Ang et al, 2003'*’, creada con BioRender.

Los estudios inmunoldgicos, patoldgicos y bacteriolégicos han demostrado un mimetismo
de carbohidratos entre los gangliésidos GM1 y GD1a presentes en el nervio periférico y los
lipooligosacaridos (LOS) de la pared celular de la bacteria CJ 19 (figura 9). Se deben cumplir

4 criterios para concluir que una enfermedad autoinmune se desencadena por mimetismo
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molecular **”: una asociacién epidemiolégica entre el agente infeccioso y la enfermedad
inmunomediada; la identificacion de células T o anticuerpos dirigidos contra los antigenos
diana del paciente; la identificacion del mimetismo microbiano del antigeno diana; vy la
reproduccion de la enfermedad en un modelo animal. La AMAN posterior a la enteritis por

CJ cumple los cuatro criterios 138,

Los glicoesfingolipidos estan compuestos por una ceramida (esfingosina N-acilada) unida
a uno o mas aztcares (hexosas) **°. La ceramida hidréfoba se sumerge en la membrana
lipidica y cuando la estructura hidréfila del carbohidrato se expone extracelularmente, como
es el caso de las membranas plasmaticas, es capaz de actuar como diana de los autoan-
ticuerpos. Todos los anticuerpos antigangliosidos se dirigen contra esta estructura extrace-
lular de los carbohidratos. El término gangliésido se refiere a la gran familia de glicoesfingo-
lipidos que contienen acido sialico unido al nucleo de oligosacaridos, sintetizado mediante la
adicién de monosacaridos de forma escalonada mediante glucosiltransferasas y sialiltrans-
ferasas “°. Los ganglidsidos estan presentes en todo el cuerpo, pero estan muy concen-

trados en el sistema nervioso .

Los anticuerpos antigangliésido son anticuerpos oligoclonales que activan el complemento
y que afectan a la funcién del nodo de Ranvier en los axones motores **!. La descripcion
de la aparicién de un SGB motor en 7 pacientes tras la inyeccién de ganglidsidos parente-
rales 1*° apoya su papel en la patogenia de la enfermedad. Los ganglidsidos principales del

sistema nervioso incluyen GM1, GM2, GD1a, GD1b, GT1a, GT1by GQlb (figura 10).
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Asialo-GM1 GM1 GM1b
& 0- . @00c @8-

GalNac-GM1b GalNac-GD1la

GD1b GD2 GD3

GTlaa Fucosil-GM1

..
@ & & -

Galactosa Glucosa Acido N-Acetil Acido N-Acetil Fucosil Ceramida
galactosamida neuraminico
(GalNac) (NeuNac)

Figura 10: Estructura de los gangliésidos.
Adaptada de Willison et al, 2002%°, creada con Biorender.

Los gangliosidos GQ1b y GT1la comparten el epitopo NeuNacNeuNacGal, asociados al espectro SMF.
Los gangliosidos GT1b, GD1b, GD2 y GD3 comparten el epitopo disialosil, asociados a la variante ASAN.

Los ganglidsidos tienen localizaciones especificas en inmunohistoquimica de nervios peri-

féricos: por ejemplo, el gangliésido GM1 se encuentra en mayor proporcion en las raices
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ventrales en comparacion con las raices dorsales '**, GD1a se localiza en las fibras motoras,
GD1b en los ganglios raquideos dorsales **#y GQ1b en los nervios de la musculatura ocular
extrinseca *°. Asi pues, la presencia del epitopo GQ1b en los nervios de la musculatura
ocular explicaria la oftalmoparesia en el SMF y su presencia en los ganglios raquideos
dorsales explicaria la ataxia asociada. Sin embargo, a partir de estos estudios, es evidente
que los gangliésidos también estan presentes en sitios no afectados por el proceso de la
enfermedad; por lo que la distribucion tisular de los gangliosidos por sf sola se considera una
explicacién insuficiente para la localizacién de la patologia clinica®®. La asociacién de cada
subtipo de gangliésido con el fenotipo de SGB esta detallada en la tabla 5. Estas asocia-
ciones de anticuerpos antiglicolipidicos con formas clinicas o variantes del SGB son esta-
disticamente significativas, pero no siempre constantes. La Unica situacion en la que existe
una asociacion altamente especifica es entre anticuerpos anti-GQ1b/GT1a y el SMF; sin
embargo, otras variantes, como la AMAN vy los anticuerpos anti-GM1, no cumplen siempre

con este estandar.

1.2.2.3. Prondstico

1.2.2.3.1. Sintomas residuales

La mayoria de los pacientes con SGB tienen una evolucién rapidamente progresiva seguida
de una fase de meseta (plateau) de duracion variable. En el momento del déficit maximo,
casi la mitad de los pacientes permanecen en silla de ruedas o en cama **®. Aproximada-
mente el 15% de los pacientes tienen una afeccion leve y se recuperan despues de algunas
semanas y, por el contrario, un 5-20% de los pacientes desarrollan tetraplejia con necesidad
de ingreso en cuidados intensivos, ventilacién asistida y degeneracién axonal /. Este grupo
de pacientes acostumbran a ser en gran parte variantes axonales y, en estos casos, la recu-

peracion es lenta v casi siempre incompleta **8; permaneciendo déficits motores residuales

al afio de seguimiento **°.

Se acostumbra a asumir que el prondstico de recuperacion en pacientes con SGB es general-

mente favorable, y la mayoria de los pacientes presenta una recuperacién de los sintomas
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mas invalidantes. Aun asi, aproximadamente el 20% de los pacientes con SGB no pueden
caminar de forma independiente 6 meses después del inicio de la enfermedad 09810
Para gradar el estado de discapacidad de los pacientes con SGB con frecuencia se utiliza la
escala de discapacidad del SGB (Guillain-Barré Disability Score - GDS; puntuando del O al
6, donde O significa un paciente sin discapacidad residual) °. En el estudio de los primeros
1000 pacientes de la cohorte internacional IGOS, el 77% recuperd la capacidad de caminar
de forma independiente a los 6 meses y el 81% a los 12 meses ®°. En general, los pacientes
tienen déficits residuales que afectan en gran medida sus actividades diarias y su calidad

152-155

de vida , e incluso los pacientes con un buen resultado funcional (GDS <1) tienen una

reduccion en el estado de salud psicosocial °®. Los déficits residuales mas frecuentes son

la debilidad muscular, sintomas sensitivos, fatiga y dolor 7923154157,

1.2.2.3.2. Ventilacién y mortalidad

Aproximadamente el 25% de los pacientes desarrollan insuficiencia respiratoria, requiriendo
ventilacion artificial 7. El riesgo de insuficiencia respiratoria en el SGB aumenta en pacientes con
una progresion rapida de la enfermedad (pocos dias desde el inicio de los sintomas al ingreso

hospitalario) +°8-160

, presencia de debilidad severa de las extremidades en el momento del
ingreso (MRC sum score) 891€° y debilidad bulbar 8223161182 QOtros factores asociados al riesgo
de ventilacidn asistida son la capacidad vital **° y la hipoalbuminemia °, asi como la debilidad

de la musculatura cervical 281°%,

En cuanto a la mortalidad, estudios antiguos reportaron mortalidades tan altas como
10-209% 418> Estos porcentajes se ha reducido al 3-7% en Norteamérica y Europa %9166-158
muy probablemente debido al manejo en unidades de cuidados intensivos con experiencia
en el tratamiento del SGB *®719. Los predictores de un mayor riesgo de muerte son la edad
avanzada, la enfermedad grave, el aumento de la comorbilidades (indice de comorbilidad de
Charlson), las complicaciones pulmonares y cardiacas, la ventilacion mecanica y la infeccion
sistémica 141667188 | a5 causas mas frecuentes de muerte son la insuficiencia respiratoria,

infecciones pulmonares, disfuncién autondmica y paro cardiaco 46147168,
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1.2.2.3.3. Marcadores prondsticos
Se han descrito multiples caracteristicas clinicas que se asocian a un mal pronostico.
Las caracteristicas que predicen una mala recuperacion (incapacidad para caminar de

forma independiente a los 6 meses) con una certeza muy elevada son: una edad avan-

147,159,161,170-174 89,147,161,171,173,175,176

zada , antecedente de diarrea previa y la gravedad

clinica en el momento del ingreso (determinada por la escala GDS 89122175176 g por

161,177)

la puntuacion en el MRC sum score . Otras caracteristicas que confieren peor

pronostico, aunque con menor evidencia cientifica, son el antecedente de infeccion por

CJ 89181 g infeccion por CMV 173 y la hipoalbuminemia ¢,

En cuanto a los estudios electrofisioldgicos, el prondstico empeora en pacientes con una
amplitud del potencial de accién motor (CMAP) distal medio disminuida /17217819 Otras
mediciones que también se han asociado a peor prondstico son la ausencia de CMAP >y

la inexcitabilidad de los nervios motores /174,

1.2.2.3.4. Modelos prondsticos

La prediccion precisa del prondstico es importante para permitir adaptar la atencion vy el
tratamiento a las necesidades individuales del paciente e informar a los pacientes y fami-
liares sobre el curso clinico esperado. Parte de la dificultad en predecir el prondstico en el
SGB reside en su gran variabilidad clinica, asi como en la definicién de buen o mal prondstico.
El mal prondstico en el SGB se ha definido clasicamente como la incapacidad para caminar
de forma independiente a los 6 meses. De ello se ha derivado que el buen pronostico sea
considerado ser capaz de caminar de forma independiente a los 6 meses, siendo éste el
endpoint primario en la mayoria de ensayos clinicos en el SGB, que, en algunos casos, podria

no ser suficientemente sensible para detectar los efectos del tratamiento *&°.

Se han descrito diferentes modelos prondésticos para el SGB. El primero en
describirse fue el Erasmus GBS Outcome Score (EGQS), que utiliza caracteris-

ticas clinicas faciles de obtener durante la fase aguda de la enfermedad (edad,



antecedente de diarrea y escala GDS a las 2 semanas) para predecir la posi-

bilidad de poder caminar de forma independiente a los 6 meses '’® (tabla 6).

El modelo EGOS modificado (mMEGQOS) reemplazd la puntuaciéon GDS por la puntuacion

MRC sum score, una escala mas precisa ®!, y es aplicable en dos tiempos diferentes:

en el momento del ingreso hospitalario y una semana después del ingreso. Se utiliza

para predecir la incapacidad para caminar de forma independiente a las 4 semanas,

3 meses y 6 meses. Ademas, se ha validado otro modelo prondstico para predecir la

insuficiencia respiratoria (EGRIS), incluyendo el tiempo entre el inicio de la debilidad vy

el ingreso hospitalario, la puntuacion MRC sum score y la presencia o ausencia de debi-

lidad facial o bulbar 6°.

Factores pronésticos Categorias En el En el
ingreso ingreso
<40 anos 0 0 0
Edad al inicio 41-60 afos 05 1 1
>60 afos 1 2 2
Ausente 0 0 0
Diarrea previa (4 semanas)
Presente 1 1 1
<7 dias 0
Tiempo d_esde el inicio de la debilidad 4-6 dias 1
hasta el ingreso
<3 dias 2
Presente 1
Debilidad facial o bulbar
Ausente 0
60-51 0 0 0
50-41 2 3 1
40-31 4 6 2
MRC sum score
30-21 3
<20 4
<30 6 9
0-1 1
2 2
GDS 3 3
4 4
5 5
TOTAL 1-7 0-9 0-12 0-7

Tabla 6: Puntuaciones de los modelos prondésticos Erasmus GBS Outcome Score (EGOS), EGOS

modificado (MEGOS) y Erasmus GBS Respiratory Insufficiency Score (EGRIS)

160,161,173
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1.2.3. Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP)

181 con una prevalencia de

La CIDP es la neuropatia inflamatoria cronica mas frecuente
entre 0.8 y 8 pacientes por cada 100.000 habitantes y con una incidencia anual de 0.5-1.6
de cada 100.000 82, Es mas frecuente en hombres y puede aparecer en todas las edades,
aunque es mas frecuente entre los 30 y 60 afios. Su presentacion clinica es relativamente
heterogénea y se caracteriza por debilidad de predominio proximal y sintomas sensitivos
distales en las cuatro extremidades con arreflexia e instauracion progresiva en al menos
2 meses. Sin embargo, existen pacientes que tienen una evolucion remitente-recurrente

18%) pacientes que presentan un inicio agudo de los

(mas frecuentes en pacientes jovenes
sintomas (CIDP aguda, frecuentemente diagnosticadas inicialmente de SGB *8%) y pacientes

que presentan variantes clinicas atipicas ‘.

El diagndstico se realiza en base a criterios clinicos vy electrofisiolégicos > propuestos por
la EFNS/PNS, que combinan caracteristicas clinicas y electrofisioldgicas de desmielinizacion,
junto con unos criterios de soporte, como la disociacion albumino-citoldgica en LCR, el realce
de gadolinio de las raices nerviosas o del plexo en RM, la evidencia de desmielinizacion en
biopsia de nervio y la mejoria clinica tras inicio de tratamiento inmunomodulador *°. Estos
criterios, en actual revision, establecen 3 categorias diagnosticas (CIDP definida, probable y
posible); sin embargo, éstos son relativamente amplios, ya que su objetivo es detectar todos
aquellos pacientes que se beneficiarian de un posible tratamiento inmunomodulador. Esto
determina una importante heterogeneidad clinica que hace que los pacientes difieran en su

fenotipo clinico, respuesta a tratamiento y mecanismo inmunopatogeénico.

La respuesta al tratamiento inmunomodulador es buena en la mayoria de los casos, pero se
trata de un tratamiento complejo y que requiere de una estrategia individualizada. El trata-
miento de primera linea consiste en Igev, corticoides orales (1mg/kg/d) o en pulsos endove-
nosos y plasmaféresis °8. Todos ellos pueden ser utilizados de forma individual o combinada,
aungue la plasmaféresis acostumbra a ser relegada como segunda opcion por su menor

accesibilidad. Sin embargo, la evaluacién de la respuesta al tratamiento se ve obstaculizada
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por la falta de medidas objetivas, la mala correlacién con los datos electrofisiologicos,
la incidencia variable de degeneracién axonal, que es poco probable que responda rapida-

mente a los tratamientos, y la variabilidad del curso de la enfermedad.

Ademas de los tratamientos de primera linea, se pueden utilizar inmunosupresores como
la ciclosporina, metotrexato, micofenolato, rituximab o ciclofosfamida, como inmunosupre-
sores de base o como tratamientos ahorradores de corticoides 8. El rituximab puede ser
una opcion terapéutica en aquellos pacientes que presenten anticuerpos contra proteinas

del nodo de Ranvier con mala respuesta a corticoterapia *&’.

1.2.3.1. Caracteristicas clinicas de la CIDP y sus variantes

La desmielinizacion en la CIDP es multifocal, afectando a las raices espinales, los plexos
y los troncos nerviosos proximales 88189 en consecuencia, sus manifestaciones clinicas y
patolégicas pueden diferir entre pacientes, explicando el gran numero de variantes de la
enfermedad en funcion de la distribucion de los signos y sintomas. Solo un 50-75% de los
pacientes con CIDP presentan un fenotipo clinico tipico 199! y entre las formas atipicas se
incluyen la variante simétrica distal (DADS) **?, la asimétrica multifocal sensitivo-motora

(Sindrome de Lewis-Sumner o MADSAM) 193194 |3 focal !°°, la sensitiva pura *°°, la polirra-

diculopatia sensitiva crénica inmune °” y la motora pura **® (tabla 7).

Variante fenotipica Prevalencia | Sintomas | Distribucién
CIDP tipica 50-75% Sensitivo-motor Simétrica, proximal y distal
DADS 2-17% e e S (e e ey

aparecer afectacion motora)

Asimétrica, frecuente inicio

MADSAM 6-15% Sensitivo-motor X .

en extremidades superiores
CIDP Focal 1% Sensitivo-motor Focal
CIDP sensitiva pura 4-359% sensitivo predominante Simétrica, proximal y distal

(motor subclinico)

Polirradiculopatia

- e h 5-12% Ataxia sensitiva Simétrica, proximal y distal
sensitiva cronica inmune
CIDP motora pura 4-10% Motor predominante Simétrica, proximal y distal
CIDP de inicio agudo 2-16% Sensitivo-motor Simétrica, proximal y distal

Tabla 7: Variantes fenotipicas. Adaptada de Mathey et al, 2015"°
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La variante DADS presenta una distribucion simétrica distal con sintomas predominantemente
sensitivos, aunque a menudo hay evidencia electrofisiolégica de afectacion motora 9. Ante este
fenotipo clinico se debe descartar la presencia de una gammapatia monoclonal, ya que en el 70%
de los pacientes con el cuadro clinico del fenotipo DADS, la causa es una gammapatia monoclonal

IgM asociada a anticuerpos anti-MAG, una entidad claramente diferenciada de la CIDP 192199,

Por otro lado, el MADSAM se caracteriza por la asimetria, presentandose como una mono-
neuropatia multiple multifocal, mds frecuentemente en extremidades superiores 2%°.
La mayorfa de los pacientes eventualmente desarrollan una CIDP tipica 2°2?°%. También se
han reportado casos de CIDP focal con sintomas restringidos a una region (por afectacion
del plexo braquial o lumbosacro o de uno o mas nervios periféricos en una extremidad supe-
rior o inferior) > durante un largo perfodo de tiempo.

202,205\, aunque los sintomas son

La CIDP sensitiva pura ocurre en el 5-35% de los pacientes
sensitivos, los estudios electrofisioldgicos frecuentemente muestran desmielinizacion en las
conducciones motoras 6. Muchos pacientes desarrollan debilidad motora con el tiempo de
evolucién, a veces varios afios después del inicio de los sintomas sensitivos 2%, Del mismo
modo, un pequefio grupo de pacientes (5%) presenta una ataxia sensitiva progresiva 2%°,
denominada polirradiculopatia sensitiva crénica inmune, en los que se afectan las fibras
gruesas de las raices posteriores sin desmielinizacion en los nervios sensitivos distales.

También se ha reportado la variante motora pura, con tasas mas elevadas en pacientes

jovenes 8y cuyo principal diagndstico diferencial es la NMM 2%¢,

1.2.3.2. Fisiopatologia de la CIDP

La CIDP se considera una enfermedad autoinmune que involucra a la inmunidad celular y
humoral *8. Sin embargo, v a diferencia del SGB, no se han determinado eventos desenca-
denantes ni se ha encontrado ningln antigeno diana, excepto en algunos casos de CIDP
asociada a melanoma, en los que las células tumorales comparten epitopos de carbohi-

dratos con las células de Schwann 297298,
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1.2.3.2.1. Histopatologia

La mayoria de los hallazgos patoldgicos de la CIDP se han descrito en las biopsias de nervios
surales, debido a su mayor accesibilidad. El hallazgo patoldgico caracteristico de la CIDP es la
desmielinizacién segmentaria °°. Los infiltrados inflamatorios son menos prominentes que en
el SGB, pero es comun la presencia de infiltrados de predominio monocitico y de linfocitos T
CD4+ y CD8+ en el endoneuro vy epineuro, asi como macrofagos dispersos en pequefios grupos
perivasculares en el endoneuro. La presencia de estos infiltrados puede acompafiarse de edema
endoneural o subperineural. Igual que en el SGB, la presencia de degeneracion axonal es una
caracteristica relativamente frecuente, afectando hasta el 25% de los pacientes 2'°. Ademas, en
la biopsia de nervio sural se pueden observar depdsitos de inmunoglobulinas y complemento,
indicando la implicacién de la inmunidad humoral en la CIDP .

Se ha debatido el valor de la biopsia de nervio en el diagnostico de pacientes con una posible
CIDP. Sin embargo, la mayoria de expertos esta de acuerdo en que debe realizarse en pacientes
con hallazgos clinicos o neurofisiolégicos atipicos, y podria considerarse en pacientes con mala
respuesta al tratamiento para descartar diagndsticos alternativos. Mas recientemente, la biopsia
de piel esta emergiendo como una herramienta Util y accesible en el estudio de fibras nerviosas
intradérmicas %%, particularmente en la neuropatia de fibra fina?!2. En algunos estudios de biop-
sias de piel de pacientes con CIDP se han descrito alteraciones en la region nodal de las fibras

213

mielinizadas, con dispersién del patron de tincion de Casprl, presente en el paranodo <~ o una

reduccion del espacio internodal ?*4. Sin embargo, algunas de estas alteraciones se han encon-
trado también en algunos pacientes con neuropatia diabética *°, por lo que parece que estos

cambios no sean especificos de una neuropatia inflamatoria.

1.2.3.2.2. Inmunidad celular

La implicacion de la inmunidad celular en la patogenia de la CIDP se basa en la presencia

1216

de infiltrados inflamatorios en las biopsias del nervio sural “*°, en los cambios en los niveles y

funcién de las células T (hacia un aumento de los subtipos Thl y Th17)%Y y en la expresién alte-

218,219

rada de citocinas y mediadores inflamatorios en sangre y LCR de pacientes con CIDP 1.
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Figura 11: Inmunopatogenia de la CIDP. £xtraida de Mathey et al, 20158,

El antigeno putativo es presentado por las CPAs a las células T autorreactivas en el compartimento inmuni-
tario periférico. Las células T se activan, experimentan una expansion clonal, liberan mediadores inflamato-
rios y atraviesan la BHN. La ruptura del BHN permite que los autoanticuerpos accedan al endoneuro. El dafio
adicional puede ser causado por desmielinizacion mediada por macréfagos, deposicion de complemento,
deposicion de C5b-9 y del MAC, y posterior lisis celular. En el recuadro vemos los efectos de la unidn del
anticuerpo en el nodo de Ranvier. A:La union de un autoanticuerpo al nodo de Ranvier podria bloquear la
funcion de las moléculas nodales que interfieren con la conduccion saltatoria. B: La union de un anticuerpo
sequida de fijacion del complemento y deposicion del MAC conduce a la interrupcién o destruccién del nodo
y las areas circundantes.
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Uno de los primeros pasos para la aparicion de los infiltrados celulares en el nervio periférico
es la disrupcién de la BHN. Durante la enfermedad activa, las células T CD4+ periféricas
regulan positivamente los marcadores de activacion y secretan citocinas proinflamatorias
(IL=2, IFNy, TNFa e IL-17) 218220221 'Esto produce un aumento de la activacién de los macro-

190 en |as células endoteliales de la BHN,

fagos e induce una regulacion positiva de las CAMs
aumentando su permeabilidad y amplificando la respuesta inmune. La reactivacion local de
los linfocitos T infiltrantes se ve facilitada por la regulacion positiva del MHC de clase Il en
macrdfagos y células de Schwann >/, que acttian como CPAs. Ademas, se ha observado una
disfuncion de las células T reguladoras, que favorecen aun mas el microambiente inflama-

torio local y mantienen el proceso de la enfermedad “**. La figura 11 resume los hallazgos

de la inmunopatogenia en la CIDP.

Los macrofagos son la célula inflamatoria infiltrante predominante y forman agrupa-
ciones alrededor de los vasos endoneurales 2?3, constituyendo las células efectoras finales
asociadas con el proceso de desmielinizacién 24, Los macréfagos desempefian un papel
activo en muchos aspectos de la respuesta inmune, incluida la presentacién de antigenos y

la liberacién de citocinas proinflamatorias o mediadores toxicos.

1.2.3.2.3. Inmunidad humoral y anticuerpos en la CIDP

El efecto beneficioso de las Igev y de la plasmaféresis sugiere que los factores humorales circu-
lantes, junto con los anticuerpos y las células B activadas o las células plasmaticas, juegan un
papel clave en patogenia de la CIDP. Ademas, se ha demostrado que el suero de pacientes con
CIDP puede transferir pasivamente la desmielinizacién en animales de laboratorio “?°. En los
estudios histopatologicos se han encontrado depdsitos de 1gG e IgM fijadoras del complemento
en la vaina de mielina de los nervios de los pacientes con CIDP>’, lo que sugiere que los anti-

cuerpos patégenos pueden tener un papel en el reconocimiento de los antigenos de la mielina.

De acuerdo con esta hipétesis, los anticuerpos contra varios glicolipidos o contra la proteina

de mielina PO se detectan con mayor frecuencia en el suero de pacientes con CIDP que
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en controles 22>~?%/. Se desconoce el antigeno diana especifico en la CIDP, pero debido la
desmielinizacién observada en las secciones histopatolégicas de los nervios de pacientes
CIDP, se ha considerado que las proteinas ubicadas en la mielina compacta (PO, P2, PMP22,
PBM) asi como las proteinas ubicadas en el nodo de Ranvier o paranodo eran los autoanti-

genos candidatos mas probables 228

1.2.3.2.3.1. Anticuerpos contra proteinas de la mielina y los ganglidsidos

La teoria de que el posible antigeno diana se encuentre en la mielina esta respaldado por el
modelo animal (EAN), ya que éste se induce utilizando proteinas de mielina purificadas 4=’
Sin embargo, después de muchos afios de investigacion, hay poca evidencia de un papel
patogénico de estos autoanticuerpos contra proteinas de mielina. Existen algunos estudios
que han detectado respuestas de autoanticuerpos contra P2 229, PQ 22>227230 ppmp22 231
y conexina 22 en suero de CIDP, pero sélo se ha demostrado su patogenicidad en los anti-

cuerpos con especificidad para PO; in vivo mediante inyeccién intraneural 22/%%® y mediante

transferencia pasiva °%’.

Otra aproximacion a los antigenos diana de la CIDP ha sido la de los antigenos glucoli-
pidicos 2*4-236. Sin embargo, la asociacién de estos autoanticuerpos con la CIDP requiere
la replicacién en otras cohortes y una recopilacion y analisis exhaustivos de las carac-

teristicas clinicas asociadas.

1.2.3.2.3.2. Anticuerpos contra proteinas del nodo y paranodo de Ranvier

Los estudios mas recientes sobre la especificidad de los autoanticuerpos en CIDP se han
centrado en las estructuras del nodo de Ranvier, paranodo y yuxtaparanodo. Las ‘nodo-pa-
ranodopatias’ son las enfermedades del nervio periférico en las que se evidencia una
disrupcion electrofisioldgica del nodo de Ranvier 19242°. Dentro de ellas, aguellas en las que
se han descrito autoanticuerpos dirigidos contra proteinas del nodo/paranodo de Ranvier

son conocidas como nodopatias autoinmunes.
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Recientemente, diversos grupos, incluido el nuestro, han descrito la presencia de
autoanticuerpos dirigidos contra proteinas del nodo y paranodo de Ranvier hasta en el
5-10% de los pacientes con CIDP. Estos antigenos son la neurofascina-155 (NF155) L,
la contactina-1 (CNTN1) °?, la neurofascina nodal (NF140/186) %*7 y la proteina
asociada a contactina-1 (Casprl) %*®. Todos los autoanticuerpos descritos son predo-
minantemente del isotipo 1gG4 2>, lo que les confiere unas caracteristicas Unicas: no
son capaces de activar complemento ni la citotoxidad mediada por células y tienen una
alta afinidad antigénica, por lo que interfieren en las interacciones entre los antigenos y
sus ligandos ?4°. Cada subgrupo de pacientes con un autoanticuerpo especifico tiene un
fenotipo clinico particular (tabla 8). En los pacientes con CIDP y autoanticuerpos 1gG4
se ha reportado una respuesta pobre a las Igev, mientras que la terapia anti-CD20 ha
mostrado ser efectiva en estos subgrupos de pacientes *8’. Por tanto, la deteccién de
estos autoanticuerpos no solo tiene implicaciones diagnoésticas, sino también pronos-

ticas y de eleccién de tratamiento.

Autoanticuerpo | Fenotipo clinico | Frecuencia
Anti-NF155 Déficit rpotor distal, inicio subagudo, temblor, 5-10%
ataxia cerebelosa, mala respuesta Igev
Anti-NF140/186 Inicio subagud’o y agresivo, ,bl.oqueos .de la conduccidn, 2%
sindrome nefrético asociado
Anti-CNTN-1 Inicio subagudo y agresnvo’motor, dafio 'a).(onal temprano, 50
mala respuesta Igev, sindrome nefrdtico asociado
Anti-Casprl Inicio subagudo y agresivo motor, dolor neuropatico intenso <1%

Tabla 8: Autoanticuerpos nodales y paranodales en la CIDP

A continuacioén, nos centramos en explicar algo mas detalladamente los pacientes con anti-

cuerpos anti-neurofascina-155, objeto de la presente tesis.

1.2.3.2.3.2.1. Anticuerpos anti-neurofascina-155 (NF155)
Alrededor de un 5-10% de los pacientes con CIDP tiene anticuerpos anti-NF155 8724 Estos
pacientes presentan un fenotipo singular diferente al de la CIDP tipica, caracterizado ser

mas frecuente en pacientes jovenes y presentar un inicio subagudo, con clinica motora

55



1w

56

INTRODUCCION

predominantemente distal, temblor de gran amplitud y ataxia con caracteristicas cerebe-
losas >'. Ademas, los pacientes con CIDP NF155+ son portadores con una alta frecuencia del
alelo DRB1*15 del HLA de clase I1%4?*. Las biopsias de nervio sural de estos pacientes se
caracterizan por la desaparicién de la unién entre los bucles paranodales de las células de
Schwann y el axén en ausencia de infiltrados inflamatorios “*4. El analisis de fibras mielini-
zadas en las biopsias de piel de pacientes con IgG4 anti-NF155 muestra una elongacion de
los nodos de Ranvier y pérdida de tincién paranodal con NF155 2*°. En algunos casos se ha
mostrado una reactividad de los sueros de los pacientes frente a tejido cerebral de rata con
un patraon especifico; afectando al hipocampo vy a las células de Purkinje y capas granulares
del cerebelo #*%%>, Esto podria explicar parte de la sintomatologia de los pacientes, que
asocian temblor cerebeloso y ataxia importante. Ademas, en algunos casos se ha descrito
su asociacion con afectacion concomitante del SNC, en lo que se denomina sindrome de

desmielinizacion central y periférico combinado, de predominio en pacientes asidticos 24624,

Los estudios electrofisiolégicos muestran signos de desmielinizacion importantes, distri-
buidos de forma heterogénea en troncos y raices nerviosas, de mayor gravedad que en las
CIDP seronegativas >*®. En estudios de RM de plexos se objetiva una hipertrofia de las raices

de los plexos cervicales y lumbosacros 24,

La patogenicidad de estos anticuerpos ha sido probada mediante experimentos de transfe-
rencia pasiva en modelos animales °® y los estudios patolégicos que detectan depdsito de
IgG4 y diseccidn de la union axo-glial en el paranodo (en ausencia de la desmielinizacion
clasica mediada por macréfagos) 2%°. No existen estudios que demuestren la relacion entre

los titulos de anticuerpos anti-NF155 y la gravedad de la clinica de los pacientes.

Finalmente, los pacientes no suelen responder al tratamiento a Igev, mientras que si pueden
responder a corticoides y a terapias deplectoras de células B '®’; sin embargo, no existen

estudios que muestren el pronostico a largo plazo en este subgrupo de pacientes.
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Figura 12: Inmunocitoquimica e inmunohistoquimica de pacientes con CIDP anti-NF155+.
Extraida de Querol et al. 2014°%.

(A - C) El anticuerpo comercial anti-NF155 (A4)y el suero del paciente (B) colocalizan (€) en inmu-

nocitoquimica usando células HEK293 transfectadas con NF155. (D - F) El anticuerpo comercial

anti-NF155 (D) y el suero del paciente (E) colocalizan (F) en el paranodo en inmunohistoquimica de

fibras nerviosas. (G - /) La reactividad del suero del paciente contra el paranodo (G) se anula cuando
se preincuba con células HEK transfectadas con NF155.

1.2.3.3. Prondstico

La CIDP es considerada una enfermedad grave. Estudios epidemioldgicos mas recientes
han mostrado que mas del 50% de los pacientes tienen al menos una discapacidad grave
temporal durante el curso de la enfermedad, incluida la restriccion temporal a una silla
de ruedas o la incapacidad para caminar sin apoyo y aproximadamente el 10% eventual-
mente se incapacita persistentemente o muere debido a la enfermedad?°%?°%. Sin embargo,
también es conocido que un 30% de pacientes remite completamente a largo plazo o no

presenta nuevos brotes de la enfermedad 1°42°%2°3,
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El prondstico a largo plazo de la CIDP es impredecible en las primeras etapas de la enfer-
medad. Una proporcién variable de casos sigue un curso recidivante o progresivo cronico,
y muchos pacientes comienzan con un curso recidivante seguido de un curso progresivo
secundario. Se ha demostrado que la degeneracién axonal es el principal factor prondstico
en la CIDP >4, asi como una buena respuesta al tratamiento a medio plazo ***. No existen

modelos pronosticos predictivos de la discapacidad a largo plazo.

1.3. BIOMARCADORES EN NEUROPATIAS AUTOINMUNES
Todos los autores vy revisiones de expertos en neuropatias autoinmunes concluyen que son
necesarios biomarcadores predictores de respuesta terapéutica, asi como de prondstico a

largo plazo para los pacientes con neuropatias autoinmunes 214225257,

Existen algunos marcadores prondsticos ya conocidos, como los estudios neurofisioldgicos o la
anatomia patolodgica, que ayudan a determinar el grado de afectacion axonal. Sin embargo,
éstos se realizan cuando la toma de decisiones terapéuticas ya ha sucedido con anterioridad.
Recientemente, también ha aumentado la importancia de los biomarcadores de imagen, hasta

P 185 va que la RM de plexo puede mostrar hiper-

llegar a ser un criterio de soporte para la CID
trofia o realce de contraste de las raices nerviosas, plexos braquiales o lumbosacros y de la
cola de caballo 2°4°°. Asimismo, el uso de la ecografia nerviosa esta creciendo en las unidades
especializadas, como herramienta de soporte para distinguir las neuropatias inflamatorias de las

neuropatias axonales y de la enfermedad de neuronas motoras 2°°.

Los Unicos biomarcadores sanguineos descritos en la actualidad para las neuropatias autoin-
munes son los autoanticuerpos que ya hemos comentado con anterioridad: los ganglidsidos
en el SGB y los anticuerpos nodales y paranodales en la CIDP. Sin embargo, existen resul-
tados preliminares acerca de marcadores sanguineos de dafio axonal en el SGB y en CIDP,

asi como de marcadores de dafio mielinico en la CIDP.
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1.3.1. Marcadores de daio axonal
El dafio axonal es el sustrato patoldgico de la discapacidad permanente en muchos tras-
tornos neuroldgicos, entre los que se encuentran las neuropatias ?°*. Ademas, tal y como

hemos revisado, el dafio axonal es un claro marcador de prondstico en el SGB 170172178179

Yy
en la CIDP 2>, La cuantificacién y el seguimiento longitudinal del dafio axonal serian impor-
tantes para evaluar la actividad de la enfermedad, monitorizar la respuesta al tratamiento,
asi como facilitar el desarrollo de nuevos tratamientos v, finalmente, para determinar el

pronostico.

Los neurofilamentos son moléculas prometedoras en este contexto, ya que sus niveles
aumentan con el dafio axonal en LCR y sangre, indicando una lesién neuronal axonal, inde-
pendientemente de las vias causales. Se clasifican como filamentos intermedios por su
diametro (~10 nm), que se encuentra entre el de los filamentos de actina (6 nm) v los fila-
mentos de miosina (15 nm) . La familia de los filamentos intermedios esta formada por
mas de sesenta componentes, divididos en seis categorias, concordando con su homologia
de secuencia, estructura génica y propiedades de ensamblaje % (tabla 9). Los filamentos
intermedios constituyen aproximadamente el 1% de la proteina total, aunque en algunas
celulas, como los queratinocitos epidérmicos y las neuronas, representan hasta el 85% de

la proteina total.

Filamentos intermedios

Clase I Queratinas acidas

Clase II: Queratinas basicas

Clase IlI: Vimentina, desmina, periferina y proteina acida fibrilar glial (GFAP)

Clase IV: Neurofilamentos de cadena ligera (NfL), cadena media (NfM), cadena pesada (NfH) y a-internexina

Clase V: Laminas nucleares

Clase VI: Nestina

Tabla 9: Tipos de filamentos intermedios. Adaptada de Fuchs et al, 1998".
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Figura 13: Estructura de los neurofilamentos. Adaptada de Yuan et al. 2017753

Los neurofilamentos se distinguen de otros tipos de filamentos intermedios por la complejidad
de su estructura y su composicion en subunidades. Son heteropolimeros compuestos de cuatro
subunidades: neurofilamento de cadena ligera (NfL), de cadena media (NfM) o de cadena pesada
(NfH), y a-internexina (en el SNC) o periferina (en el SNP), cada una con diferentes estructuras y
funciones de dominio. Las subunidades NfM y NfH contienen dominios carboxi-terminales largos
con multiples repeticiones Lys-Ser-Pro que estan fuertemente fosforiladas ! (figura 13). Los
neurofilamentos se cruzan e interconectan con otros componentes del citoesqueleto, como los
microtubulos y los filamentos de actina. Esto permite el establecimiento de una red regional-
mente especializada con un bajo fwrnoverlocal y que sirve de plataforma de acoplamiento para

organizar otros organulos y proteinas 2.

La formacion de dimeros proteicos de neurofilamentos es el primer paso en el ensamblaje
de los heteropolimeros. La agregacion antiparalela de estos dimeros conduce a la formacion
de tetrameros, y ocho tetrameros asociados lateralmente forman la estructura cilindrica
del filamento de longitud unitaria. El anillado de estas estructuras conduce a la elongacion
longitudinal de los neurofilamentos, que es seguida por la compactacion radial para formar

los neurofilamentos largos finales con diametros de 10 nm. Los dominios de la cola de los
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NfM y NfH irradian hacia afuera desde el nudcleo del filamento debido a las extensas cargas

negativas de los residuos de acido glutamico y serina y treonina fosforilados (figura 14).

Longitudinal annealing Radial compaction
16 nm 10 nm
—
= 3
60 nm
la
1b
> —> b
2a J
I
60 nm
NF-M tail
NF-H tail
Monomer Dimer Tetramer Unit length al
filament ‘
Filament Neurofilament

Figura 14: Ensamblado de los neurofilamentos. Adaptada de Yuan et al. 2017?53

Las funciones precisas de los neurofilamentos no se conocen, pero se ha descrito su papel
en el crecimiento radial y la estabilidad estructural de axones mielinizados, en el alcance
de la velocidad de conduccién 6ptima de los impulsos eléctricos, en la modulacién de los
canales iénicos en los axones mielinizados, asi como en la organizacion de los microtibulos
y de la sinapsis, donde los neurofilamentos forman “andamios” celulares para el acopla-

miento vy la organizacién de vesiculas sindpticas, endosomas v reticulo endoplasmico 2%°.

Asi pues, los neurofilamentos son altamente especificos para el dafio neuronal y la muerte
celular neuronal, ofreciendo una ventaja clave sobre otros posibles biomarcadores. Hasta
hace poco, la determinacion de los neurofilamentos sélo se podia realizar en muestras de
LCR, ya que la sensibilidad de las técnicas de ELISA era insuficiente para su cuantificacion en
sangre. Actualmente, con la técnica SiMoA (de sus siglas en inglés, single-molecule array) se
puede detectar también en sangre, ya que ofrece una mejora importante de la sensibilidad
(de hasta 1000 veces mayor), incluidos en controles sanos sin patologia neuroldgica, donde

los niveles son muy bajos 24726,
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1.3.1.1. Neurofilamentos de cadena pesada (NfH)

Estudios antiguos investigaron el rol de los NfH en LCR de los pacientes con SGB 267258

Yy
en pacientes con ELA ?%°. Petzold y colaboradores realizaron un estudio retrospectivo de 23
pacientes con SGB en el que mostraron que los pacientes con afectacién axonal tenian niveles
de NfH en LCR mas elevados que aquellos con estudios de conduccién nerviosa desmielini-
zantes y que pacientes con niveles de NfH por encima de 0.73ng/ml tenian un peor prondéstico
funcional motor en la Ultima visita realizada (prediccién de la incapacidad para caminar de forma
independiente con una OR de 7.3) %7258 Un estudio posterior de los mismos autores compard
niveles de diferentes biomarcadores en LCR (NfH, Tau, S100B y GFAP) en 30 pacientes con SGB
y los compararon con 38 pacientes con otras enfermedades neurologicas. Demostraron que los
pacientes con SGB presentan un aumento de S100B y GFAP en comparacion con otras enfer-

medades neurologicas, pero sin diferencias significativas en los niveles de NfH. Sin embargo, las

proteinas gliales (GFAP o S100B) no demostraron tener valor prondstico 28,

1.3.1.2. Neurofilamentos de cadena ligera (NfL)

Los NfL son uno de los biomarcadores mds importantes en neurologia “®!, ya que se expresan
exclusivamente en neuronas y sus niveles son un marcador subrogado de dafio axonal en
enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas y vasculares 2’°. Se ha descrito su papel
como biomarcador de actividad de enfermedad en otras enfermedades desmielinizantes como
la esclerosis multiple (EM) “66%7%; como marcador predictor de prondstico en EM 256, ELA 272

273,274,

y ictus .y como biomarcador de enfermedad presintomatica en ELA #7°

o demencia fron-
totemporal ?’®. En el campo de las neuropatias, se han descrito niveles aumentados de NfL en
suero (sNfL) en neuropatias autoinmunes como en el SGB#’72"°y la CIDP%®° y en neuropatias

genéticas, como el Charcot-Marie-Tooth 28-?82 y |a polineuropatia amiloide familiar 22284,

En el caso del SGB, un pequefio estudio con 18 pacientes mostrd que los pacientes con
peor pronostico (n=3) tenian niveles de NfL y GFAP en LCR mas elevados que el resto de los
pacientes. Los NfL en LCR se correlacionaron con mayor discapacidad y peor calidad de vida

alargo plazo, mientras que los niveles de GFAP no mostraron correlacién con el pronéstico?””.
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Altmann y colaboradores demostraron en un estudio retrospectivo reciente que niveles altos
de sNfL se asocian a mal pronostico a corto plazo en términos de mayor tiempo de hospi-
talizacion e ingreso en unidades de cuidados intensivos, pero sin estudiar posibles variables
confusoras asociadas “8°. El rol de los niveles de NfL en suero como biomarcador de pronds-

tico a largo plazo en el SGB no se ha investigado hasta ahora.

En el caso de la CIDP, se ha descrito que un tercio de los pacientes tienen niveles de sNfL
elevados antes de iniciar un tratamiento de induccién 2%, En este trabajo, Lieverloo vy cola-
boradores estudian 3 cohortes de pacientes con CIDP (CIDP naive, CIDP estables en trata-
miento de mantenimientoy CIDP en remision). Los resultados mostraron unos niveles de sNfL
elevados en la cohorte de CIDP naive, mientras que los pacientes estables y en remision no
tenian diferencias significativas con los controles sanos. Ademas, estudiaron muestras de
seguimiento en algunos pacientes que les permitieron objetivar una disminucion de los sNfL
en 4 de los 6 pacientes respondedores con sNfL elevados al inicio. Recientemente se ha
publicado un articulo que estudia el valor prondstico de los sNfL en 76 pacientes con CIDP2%®

y que muestra que los niveles de sNfL se asocian a la progresion de la enfermedad a un afio

(disminucién de 4 o mas puntos en el MRC sum score) y a la respuesta terapéutica.

Un estudio muy reciente ha mostrado que los niveles de sNfL en pacientes con CIDP con
anticuerpos anti-neurofascina-155 (n=13) se encuentran mas elevados que en aquellos
pacientes con CIDP seronegativas (n=45) y que correlacionan con la amplitud de los poten-
ciales motores de los nervios tibiales y con el grado de degeneracion axonal en los hallazgos
patoldgicos de las biopsias de nervios surales 27, Establecieron también una correlacion
entre la escala modificada de Rankin (mRS) y los niveles de sNfL, asi como con los niveles

de proteinas en LCR %%’

1.3.2. Marcadores de daiio mielinico
Aunque los componentes lipidicos de la vaina de mielina en el SNC y SNP son similares,

la distribucién vy el tipo de proteinas de mielina en el SNP son diferentes. Las proteinas
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especificas de mielina en el SNP incluyen las proteinas PO, P2, PMP22 y MAG. La importancia
de encontrar un buen marcador de dafio mielinico reside en la posibilidad de discriminar el
dafio mielinico del dafio axonal primario en aquellos casos en los que las pruebas comple-
mentarias no aportan suficiente luz a la fisiopatologia primaria de la neuropatia, pudiendo

ayudar a decidir en qué casos se puede probar de iniciar un tratamiento inmunomodulador.

Durante la desmielinizacion, se liberan varios componentes de la mielina y el axén como
resultado del dafio de las células de Schwann. Estos componentes pueden detectarse en
LCR, suero e incluso biopsias de nervios periféricos 288, lo que potencialmente puede indicar
el grado de desmielinizacion durante el progreso de la enfermedad y también la eficacia del
tratamiento reflejada por el grado de remielinizacién. Algunos de los posibles biomarcadores
se detallan en la tabla 10. Sin embargo, ninguno de ellos ha conseguido su sistematiza-
cién para el uso en la practica clinica, salvo los anticuerpos antigangliésidos y anticuerpos

nodales y paranodales.

Biomarcador | Enfermedad | Muestra
Ganglidsidos SGB Suero
Marcadores lipidicos de Fosfolipidos SGB Suero
la vaina de mielina Cardiolipina SGB Suero
Esfingomielina SGB, CIDP LCR
PO SGB, CIDP Suero
Marcadores proteicos P2 SGB, CIDP Suero
de la vaina de mielina
PMP22 SGB, CIDP, CMT, anti-MAG Suero
NF186 SGB, CIDP Suero
Marcadores de Gliomedina SGB, CIDP Suero
proteinas nodales
NCAM SGB, CIDP Suero
NF155 CIDP Suero
Marcadores de CNTN1 ciop Suero
proteinas paranodales
Casprl CIDP Suero, tejido

Tabla 10: Posibles biomarcadores asociados a mielina. Adaptada de Kamil et al. 2019°%.

Una de las moléculas descritas recientemente como marcador de dafio mielinico en neuropa-

tias desmielinizantes es la esfingomielina, un lipido enriquecido con mielina ?*°. Capodivento y
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colaboradores han desarrollado una técnica para estudiar la esfingomielina en LCR en pacientes
con neuropatias autoinmunes. En un estudio reciente confirmaron que los niveles de esfingomielina
en LCR se encontraban elevados en pacientes con CIDP y AIDP en comparacion con otras enferme-
dades neurologicas no desmielinizantes. Los niveles fueron mayores en las CIDP activas que en los

pacientes con CIDP con estabilidad clinica y en AIDP en comparacion con las variantes axonales 2.

1.3.3. Biomarcadores genéticos
Las bases genéticas del SGB y de la CIDP no son bien conocidas. Los biomarcadores gene-
ticos mas estudiados en las neuropatias autoinmunes han sido los polimorfismos del FcyR

y del gen del complejo del antigeno leucocitario humano (HLA).

La mayoria de las células inmunitarias innatas expresan varios receptores especificos para anti-
cuerpos, denominados receptores Fc (FcR). La relacion de expresion de los receptores inhibidores
y de activacion de FcyR determina la respuesta inmune final; la sobreexpresion de FcyRI 'y FcyRIll
favorece la activacion, mientras que la sobreexpresion de FcyRIl favorece la inhibicién de la fago-
citosis y la interrupcion de la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos 2.
La relevancia de los FcyR en el SGB esta implicita en algunos estudios clinicos que muestran que
ciertos polimorfismos en la activacion de los genes FcyR estan asociados con el riesgo de desarrollar
SGB y la gravedad de la enfermedad #>~2%°. Ademas, la modulacién de FcyR es uno de los meca-
nismos de accion de la Igev2°2%, tratamiento de primera linea para el SGBy la CIDP. El tratamiento
con Igev puede puede suprimir las respuestas inflamatorias mediante la regulacion positiva del inhi-
bidor FcyRIIB 2%, En particular, los pacientes con CIDP que responden a Igev mostraron un aumento
de expresién de FcyRIIB en células B y monocitos 2%”. En conjunto, estas observaciones plantean
la posibilidad de que las actividades proinflamatorias y antiinflamatorias mediadas por FcyR sean

criticas en el desarrollo y el tratamiento de las neuropatias autoinmunes 28,

También se han realizado estudios acerca de la relacion entre los polimorfismos del gen HLA
y el SGB o la CIDP. El SGB y la CIDP cumplen la mayoria de criterios de las enfermedades

autoinmunes, excepto por la falta de asociacién clara a un HLA especifico, la ausencia de un
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antigeno diana claro y su predominancia en hombres 2%, La falta de una asociacion fuerte
de un HLA de clase Il con las neuropatias autoinmunes podria sugerir que la presentacion
de antigenos restringidos por MHC no tiene una importancia primordial en la susceptibilidad

de desarrollar un GBS o una CIDP *%°. Sin embargo, algunos estudios han demostrado una

asociacion de diversos HLA en los subtipos AIDP y AMAN 39392 asi como en la CIDP %%,

que no han sido replicados con posterioridad. En cambio, en el caso de la CIDP con anti-
cuerpos anti-NF155, se ha descrito una asociacion fuerte con el HLA DRB1*15 242243,
Esto apoya la teoria que la heterogeneidad clinica, patolégica y genética de la CIDP desa-
parece cuando la enfermedad se divide en funcion de biomarcadores altamente especificos,

como los anticuerpos nodales y paranodales.

1.4. RELEVANCIA CLiNICA DE LA DETECCION DE AUTOANTICUERPOS Y NEURO-
FILAMENTOS EN PACIENTES CON NEUROPATIAS AUTOINMUNES

La descripcién de autoanticuerpos dirigidos contra estructuras del nervio periférico
como los gangliésidos, los anticuerpos dirigidos contra proteinas del nodo de Ranvier o
la glicoproteina asociada a la mielina, ha permitido la identificacion de subgrupos de
pacientes con fenotipos clinicos especificos asociados a dichos autoanticuerpos >%°.
La descripcion de estos autoanticuerpos ha supuesto un impulso en el campo de las
neuropatias inmunomediadas, ya que demuestran la existencia de distintos subtipos de
enfermedad con dianas antigénicas y mecanismos inmunopatogénicos diferentes. En el
casode los anticuerpos nodales y paranodales en la CIDP su deteccion no solo tiene impli-
caciones diagndsticas, sino también de eleccién de tratamiento, ya que se ha descrito
una pobre respuesta a las Igev y una respuesta efectiva a la terapia anti-CD20 &7,
Por este motivo, los autoanticuerpos nodo-paranodales son de gran utilidad en la prac-

tica clinica.

En el caso concreto de la CIDP con anticuerpos anti-NF155, su fenotipo clinico esta bien

descrito en series de pacientes (debilidad de predominio distal, temblor cerebeloso y ataxia

51,241,244

asociada) , pero no se han descrito biomarcadores de respuesta terapéutica que
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ayuden en el control y seguimiento de los pacientes, ni existen estudios de prondstico a

largo plazo, fuera de las series de casos publicadas.

Por otro lado, la cuantificacién del dafio axonal en las neuropatias autoinmunes puede
suponer una mejora en la estratificacién de la gravedad al inicio de los sintomas, una
buena cuantificacion de la actividad en términos de dafio axonal, un mejor seguimiento
de la respuesta terapéutica y una mejor prediccion del prondstico a largo plazo. La
medicion de NfL en suero es prometedora en estos objetivos ?°%; ya que existen datos
publicados en otras enfermedades neuroldgicas, incluidas algunas enfermedades que

son primariamente desmielinizantes, como la Esclerosis Multiple 2%°

, gque nos mues-
tran su potencial utilidad en todos estos campos, incluido su uso como biomarcador en
ensayos clinicos fase Il para el desarrollo de nuevas terapias. Ademas, existen datos
preliminares que muestran que los NfL en suero se encuentran elevados en las neuro-
patias autoinmunes como el SGB y la CIDP y que, al ser un reflejo del dafio axonal,

podrian ser un buen biomarcador pronéstico 28>2%°.
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2.1. HIPOTESIS GENERAL
Las neuropatias desmielinizantes adquiridas autoinmunes son un grupo de enfermedades

heterogéneas que comparten ciertos aspectos en su patogenia.

Los biomarcadores de dafio axonal y los autoanticuerpos pueden ayudarnos a explicar parte
de su heterogeneidad clinica y, por lo tanto, pueden mejorar la caracterizacion clinica de estas

enfermedades, ayudando a crear subgrupos mas homogéneos con inmunopatogenia similar.

Estos biomarcadores pueden ayudar en la evaluacion del prondstico a largo plazo de las
neuropatias autoinmunes, asi como en la evaluacion de la actividad clinica y respuesta

terapéutica.

2.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS
2.2.1. Biomarcadores de daiio axonal en el sindrome de Guillain-Barré (SGB)

e | os neurofilamentos de cadena ligera en suero (sNfL) pueden ayudar a cuantificar el dafio

axonal y, por lo tanto, se correlacionan con la gravedad de la enfermedad en el SGB.

e Los sNfL pueden ayudar a predecir el prondstico a largo plazo en pacientes con SGB.

2.2.2. Respuesta terapéutica, biomarcadores de daiio axonal y autoanti-
cuerpos anti-neurofascina-155 en la CIDP

e | os sNfL y los autoanticuerpos anti-NF155 son biomarcadores Utiles para monitorizar

la actividad clinica y la respuesta terapéutica en los pacientes con CIDP anti-NF155+.

e Elrituximab es un tratamiento efectivo para los pacientes con CIDP anti-NF155+ que
no responden a tratamiento de primera linea con Igev o corticosteroides.
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3.1. OBJETIVO GENERAL
Describir la utilidad de biomarcadores en neuropatias autoinmunes para mejorar su
caracterizacion clinica, valoracion de respuesta terapéutica y prediccion del pronostico

a largo plazo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Biomarcadores de daiio axonal en el sindrome de Guillain-Barré (SGB)

e Estudiar los neurofilamentos de cadena ligera en suero (sNfL) y su correlacion con la

gravedad clinica y las variantes de la enfermedad en el SGB.

e Estudiar los sNfL en el SGB como biomarcador de pronostico a largo plazo.

3.2.2. Respuesta terapéutica, biomarcadores de daiio axonal y autoanti-
cuerpos anti-neurofascina-155 en la CIDP

e Descripcion de las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas de los pacientes con
CIDP anti-NF155+ y su perfil de respuesta terapéutica, particularmente al trata-

miento con rituximab.

e Estudiar los sNfL y los titulos de anticuerpos anti-NF155 en pacientes con CIDP anti-
NF155+ para evaluar su posible papel como biomarcador de actividad clinica y de

respuesta terapéutica.
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4.1. PACIENTES Y RECOGIDA DE DATOS

4.1.1. Pacientes con sindrome de Guillain-Barré

Los pacientes con Sindrome de Guillain-Barré (SGB) incluidos en el estudio son pacientes
recogidos en la cohorte espafiola del estudio /nternational Guillain-Barré Syndrome Outcorne
Study (1G0S)*%4, EL IGOS es un estudio de cohorte prospectivo y observacional que incluye
a todos los pacientes dentro del espectro diagnoéstico del SGB. Los pacientes que cumplian
los criterios diagnosticos de SGB fueron incluidos en las dos semanas siguientes al inicio de
la enfermedad. Los pacientes de la cohorte espafiola se reclutaron entre febrero de 2013
y enero de 2019. Ademas, se incluyeron en el estudio 53 sueros de controles sanos (CS)
emparejados por edad y 10 muestras de LCR de CS, también emparejados por edad. Las
muestras de LCR de los CS se obtuvieron del Biobanco de la Unidad de Memoria de Sant Pau.
Las muestras de suero y LCR se alicuotaron y se almacenaron a -80°C hasta que se nece-
sitaron. El estudio fue aprobado por los Comités de Etica del Hospital de la Universidad
Erasmus, Rotterdam, Paises Bajos, el Comité de Etica del Hospital de la Santa Creu i Sant
Pauy los comités locales de los hospitales o universidades participantes. Todos los pacientes

dieron su consentimiento informado por escrito para participar en el estudio.

Movimiento evaluado en cada lado | Puntuacién para cada movimiento
Abduccién del hombro 0 = sin movimiento

Flexion del codo 1 = contracciéon muscular visible sin movimiento
Extension de la mufieca 2 = movimiento eliminada la gravedad

Flexion de la cadera 3 = movimiento parcial sdlo contra gravedad, sin resistencia
Extension de la rodilla 4 = movimiento contra resistencia

Dorsiflexidn del tobillo 5 = normal

Tabla 11: MRC sum score. Las puntuaciones se calcularon utilizando la suma de la escala de
MRC (0-5) para los grupos musculares indicados en la tabla de forma bilateral. Una puntuacion
de 60 indica la ausencia de debilidad.

Los datos se recogieron de forma prospectiva, incluyendo las caracteristicas demo-
graficas (edad y género) y las variables de la enfermedad: dias desde el inicio de los
sintomas, antecedente infeccioso, puntuacién del MRC sum score®®” (tabla 11) basal y

a 1 semana y puntuaciones de discapacidad, incluyendo la escala de discapacidad del
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SGB'°! (GDS) vy de la escala Rasch-built Overall Disability Scale (1-RODS)>%° (tabla 12)

en diferentes puntos temporales.

A GBS Disability Score (GDS)

0 | Ausencia de sintomas
1 | Sintomas leves, capaz de correr
2 | Capaz de caminar 10m o mas sin ayuda, pero incapaz de correr
3 | Capaz de caminar 10m en un espacio abierto con ayuda
4 | Encamado o restringido a silla de ruedas
5 | Requerimiento de ventilacion asistida
6 | Muerte
Rasch-built Overall Disability Scale (I-RODS)
éEres capaz de...?
1 | Agacharse a coger algo
2 | Permanecer de pie largo rato (horas)
3 | Subir un tramo de escaleras
4 | Correr
5 | Caminar por la calle hasta 1 hora
6 | Caminar evitando obstaculos
7 | Bailar
8 | Viajar en transporte puiblico
9 | Girar la llave en la puerta
10 | Transportar y depositar un objeto pesado
11 | Mover una silla
12 | Atrapar un objeto (por ejemplo, una pelota)
13 | Lavarse la parte de arriba del cuerpo
14 | Lavarse la parte de abajo del cuerpo
15 | Ducharse
16 | Lavarse los dientes
17 | Sentarse/Levantarse del WC
18 | Vestirse la parte de arriba del cuerpo
19 | Comer
20 | Fregar los platos
21 | Hacerse un bocadillo
22 | Hacer la compra
23 | Ir al medico
24 | Leer un libro/periddico

Tabla 12: Escalas de discapacidad en el SGB.
A: GBS Disability Score (GDS) B: Rasch-built Overall Disability Scale (I-RODS).
En el caso de la escala I-RODS se pregunta al paciente si es capaz de realizar las 24 actividades
cotidianas descritas. Por cada actividad facil de realizar suma 2 puntos, por cada actividad posible

de realizar con esfuerzo suma 1 punto vy si la tarea es imposible de realizar suma O puntos. La escala
puntta del O al 48, siendo 48 un paciente asintomatico con capacidad para correr con facilidad.
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También se recogieron los criterios diagnoésticos de Brighton’?74 los resultados del examen
rutinario del LCR, los estudios de conduccién nerviosa (ECN) realizados vy el tratamiento
administrado. Se definié un nivel elevado de proteinas en LCR como superior a 0,45g/L. Las
variantes clinicas se definieron como sensitivo-motoras, motoras puras, sensitivas puras,
sindrome de Miller Fisher (SMF), atdxicas y variante faringo-cérvico-braquial’®. Los ECN
se clasificaron como polineuropatia inflamatoria desmielinizante aguda (AIDP), neuropatia
axonal motora aguda (AMAN) y neuropatia axonal sensitivo-motora aguda (AMSAN), estudio
equivoco (alteraciones leves que no llegan a cumplir criterios de desmielinizacion adquirida
propuestos por la EFNS/PNS*®) o normal. La puntuacion GDS se registré al inicio y a las 4,
26y 52 semanas. La escala I-RODS se evalud a las 4, 26 y 52 semanas. La variable “capa-
cidad de correr” se extrajo de la pregunta especifica de la escala I-RODS, y la variable

“capacidad de caminar de forma independiente” se extrajo de la puntuacion GDS.

4.1.2. Pacientes con CIDP con anticuerpos anti-neurofascina-155 (CIDP
anti-NF155+)

Se incluyeron en el estudio todos los pacientes que reaccionaron contra células transfec-
tadas con NF155 y que fueron identificados durante las pruebas rutinarias de anticuerpos
paranodales/nodales en nuestro laboratorio. Se trata, por lo tanto, de un estudio observa-
cional retrospectivo multicéntrico en el que participaron 24 centros diferentes. Las muestras
se obtuvieron entre mayo de 2010 vy diciembre de 2020. Estos pacientes fueron seleccio-
nados para una mayor caracterizacion entre mayo de 2020 y diciembre de 2020. Ademas,
se incluyeron en el estudio 62 sueros de CS emparejados por edad. Los datos demograficos
y clinicos al inicio y durante el seguimiento se recogieron en una base de datos codificada.
Este estudio se realizd seguin un protocolo aprobado por el Comité de Etica del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito
para participar en el estudio. Se obtuvieron muestras de suero en diferentes momentos de
la enfermedad para la deteccion rutinaria de autoanticuerpos y se almacenaron a -80°C

hasta que se necesitaron.
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Los datos se recogieron de forma retrospectiva mediante la revision de las historias clinicas de
los pacientes en 24 centros diferentes. Los datos recogidos incluyen caracteristicas demogra-
ficas (edad y sexo) y clinicas (diagnostico inicial, tiempo hasta el nadir, presencia de debilidad
0 déficits sensitivos, presencia de ataxia y temblor). La presentacién clinica se definié como
sensitivo-motora, motora pura o sensitiva/ataxica pura. También se recogieron los resultados
del examen rutinario del LCR (considerandose un nivel elevado de proteinas en LCR superior a
0.45q/L) y los tratamientos administrados. Se evaluaron los criterios electrodiagndsticos EFNS/
PNS para CIDP'*® y los pacientes se clasificaron como CIDP definitiva, probable o posible. Se
recogieron las puntuaciones de escalas de discapacidad en el nadir y en el seguimiento, inclu-
yendo la escala de Rankin modificada (mRS) "y las puntuaciones de la escala I-RODS, siempre
que estuvieran disponibles. La respuesta al tratamiento se definid como una buena respuesta,
respuesta parcial o sin respuesta, segun sus neurdlogos vy tras la revision de las exploraciones
neuroldgicas recogidas en los cursos clinicos. En el caso de los pacientes tratados con rituximab,
se recogi¢ el mRS antes del tratamiento y al menos una vez después del mismo, asi como el

protocolo de infusién vy los efectos adversos presentados (reacciones a la infusién e infecciones).

4.2. DETERMINACION DE NEUROFILAMENTOS DE CADENA LIGERA

La medicion de los niveles de neurofilamentos de cadena ligera (NfL) en suero y LCR se realizo
utilizando el kit SIMOA Nf-light® en el analizador de inmunoensayo Simoa™ (Quanterix Corp,
Boston, MA, USA), que ejecuta ensayos inmunoenzimaticos ultrasensibles basados en bolas
paramagneéticas. Las muestras iniciales se analizaron por duplicado siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Todos los valores de NfL estaban dentro de los rangos lineales de los
ensayos. Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo en el nivel intermedio (15.80pa/

ml) fueron del 5.4% y 6.8%, respectivamente.

4.3. DETECCION Y TITULACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-NF155
4.3.1. Inmunocitoquimica (ICC)
Los anticuerpos séricos contra la NF155 se detectaron mediante un ensayo basado en

células (CBA) utilizando células HEK293 transfectadas con NF155 humana. El plasmido
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de neurofascina-155 utilizado para la deteccion de anti-NF155 fue RC228652 (Origene,
Rockville, EE. UU.) y el plasmido de neurofascina-155 utilizado para la confirmacion de los
falsos positivos encontrados (sin el tag DDK-myc) fue EX-27183-M02 (GeneCopoeia, Rock-
ville, EE. UU.). Los vectores de expresion de mamiferos que codifican para NF155 humana se
transfectaron en células HEK293 con Lipofectamina 2000 (Invitrogen, CA, EE. UU.). A conti-
nuacion, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% (Affymetrix Inc, CA, EE. UU.) y
se congelaron a -80°C hasta que se necesitaron. Posteriormente, las células se bloquearon
con suero de cabra diluido al 5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente (TA),
fueron incubadas con el suero del paciente diluido 1:100 durante 1 hora a TA vy, posterior-
mente, incubadas con el anticuerpo primario anti-NF155 (AF-3235, R&D Systems) (1:1000)
y con los anticuerpos secundarios AlexaFluor® (A11039, Invitrogen, CA, EE. UU. y 98621,
Abcam, Cambridge, UK) (1:1000), ambas durante 1 hora a TA. Finalmente, los portaob-
jetos se montaron con Fluoromount™ (Sigma-Aldrich). Las imagenes fueron revisadas en

un microscopio de fluorescencia (Olympus DX51).

4.3.2. Titulacion y subclases de anticuerpos IgG anti-NF155
Para la identificacién y valoracién del isotipo de los autoanticuerpos se utilizd el ensayo

inmunoenzimatico ELISA.

Las placas de 96 pocillos Maxisorb (Thermo Fisher Scientific NUNC, Dinamarca) se recubrieron
con neurofascina-155 humana (proteina recombinante de neurofascina humana, Origene Tech-
nologies, Rockville, EE. UU.) diluida a una concentracién de 1ug/mL en tampoén carbonato 0,1
M (pH 9,6) y se incubaron a 4°C durante la noche. Todos los pocillos se lavaron con PBS/0,1%-
Tween-20 vy se bloguearon con solucién de blogqueo (PBS, 5% de leche, 0,1% Tween20) durante
1 hora a TA. Todos los pocillos se incubaron con los sueros de pacientes diluidos 1:100 (1
hora a TA). Se utilizaron sueros de pacientes con CIDP anti-NF155 como controles positivos y
sueros de controles sanos como controles negativos. Tras el lavado con PBS/0,1% Tween-20,
la placa se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (anti-lgG humana,

Dako, Glostrup, Dinamarca, diluida a 1:2000). Tras el lavado con PBS/0,1% de Tween-20,
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se afiadieron 100 pl de solucién de TMB (BiolLegend, San Diego, CA, EE. UU.) a cada pocillo y la

reaccion se detuvo tras 10 minutos, afiadiendo 50 pl de acido sulfurico al 25%.

Para el estudio de subclases, se realizd el mismo procedimiento utilizando los anticuerpos
secundarios anti-lgGl (A10648, Invitrogen), 1gG2 (MH1722, Invitrogen), 1gG3 (MH1732,
Invitrogen) o 1gG4 (A10654, Invitrogen) (1:1000). La titulacion de los autoanticuerpos se

realizé con el anticuerpo secundario anti-IgG4.

La densidad optica se midié a 450 nm con el lector Multiscan ELISA. Los resultados se
representaron como la diferencia de la densidad 6ptica (ADO). Las muestras se conside-
raron positivas por ELISA cuando tenian una AOD superior a la media de los controles sanos
mas dos desviaciones estandar. Todas las muestras se analizaron en las mismas condi-
ciones. La variacion del titulo dentro del mismo paciente se expresé como el porcentaje de

cambio del titulo en comparacion con los niveles previos al tratamiento.

4.4. GENOTIPADO DEL ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO (HLA)

Para realizar el genotipado HLA-DRB1 y HLA-DQB1 se partio de ADN genomico extraido
de sangre periférica mediante protocolos estandar. Para el tipaje HLA-DRB1 se utilizo la
técnica de secuenciacion (SBT Excellerator GenDx HLA-DRB1, GenDx, Utrecht, Paises Bajos)
y para el HLA-DQB1 la metodologia SSP (All Set Gold SSP, One Lambda, California, EE. UU.).
En ambos casos se obtuvieron resultados de alta resolucion (4 digitos). Ademas, se calcu-
laron las frecuencias de los alelos HLA-DRB1*15 para la CIDP anti-NF155+ y se compararon
con su frecuencia en la poblacién espafiola normal previamente publicada y disponible en

bases de datos publicas (allefrequencies.net)

4.5. ANALISIS ESTADISTICO
Las estadisticas descriptivas se muestran como media (+/- desviacion estandar - DE) o
mediana (rango intercuartilico — RIC) en las variables continuas y como frecuencias (porcen-

tajes) en las variables categdricas. Las comparaciones entre los pacientes con SGB o CIDP
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anti-NF155+ y los CS se realizaron mediante la prueba de suma de rangos Wilcoxon. La
prueba de Kruskall-Wallis se utilizd para comparar grupos. La prueba de suma de rangos
para datos emparejados de Wilcoxon se utilizo para comparar los niveles de titulos anti-
NF155 vy los sNfL en diferentes puntos temporales. El coeficiente de Spearman se utilizd

para evaluar la correlacion entre las variables.

Los niveles de sNfL no se distribuyeron siguiendo la normalidad segun la prueba de norma-
lidad de Shapiro-Wilk. Por lo tanto, en el caso del estudio en pacientes con SGB se realizd una
transformacion logaritmica de la variable para acercarse a la distribucion normal (logNfL)
y poder realizar un analisis multivariado. En esos casos, se resumieron los niveles de NfL
utilizando las medias geomeétricas (Geomedia), el intervalo de confianza (IC) del 95% de la

Geomedia y el coeficiente de variacion (CV).

A continuacion, detallamos el analisis estadistico especifico realizado para investigar la
asociacion entre los sNfL y el pronostico en los pacientes con SGB, en el que realizamos
dos tipos de analisis de regresion multivariable. En primer lugar, realizamos un analisis de
regresion logistica multivariable para predecir la capacidad de correr al afio de seqguimiento.
En sequndo lugar, realizamos un analisis de regresion lineal multivariable para investigar la
asaociacion entre logNfL y la escala I-RODS a 1 afio. En ambos analisis se realizé un modelo
de regresién paso a paso y eliminacion hacia atras (stepwise backward regression mode-
lling) para seleccionar las variables asociadas de forma independiente con el resultado. Los
analisis estadisticos realizados y las variables introducidas en nuestros modelos multiva-
riables fueron predefinidos en base a factores prondsticos conocidos (edad, GDS, diarrea,
MRC sum score a 1 semana y AMAN). Presentamos dos modelos diferentes para evitar la
colinealidad entre las variables AMAN y MRC sum score a 1 semana. Para realizar el analisis
multivariable excluimos a los pacientes con SMF, ya que ésta se considera una enfer-
medad diferente, con una fisiopatologia diferente, una presentacion clinica diferente (no
se presenta con debilidad) y un prondstico diferente (se considera autolimitado y benigno),

que a menudo no requiere de tratamiento. Los modelos finales se ajustaron por posibles
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factores de confusion. Un efecto de confusion significativo se definio como un cambio abso-
luto >10% en los coeficientes de regresion al introducir la variable en el modelo. Se reportan
las odds-ratios (OR) para el andlisis de regresion logistica y los coeficientes beta (B) para el

analisis de regresion lineal con intervalos de confianza del 95% v valores p.

Ademas, se evaluo la capacidad predictiva de los niveles de NfL en la fase aguda y al afio
(discapacidad residual) para 5 endpoints finales diferentes clinicamente relevantes, esta-
blecidos antes del andlisis: (1) capacidad de correr a 1 afio, (2) incapacidad de correr a 1
afio, (3) incapacidad de caminar independientemente a 1 afio, (4) ventilacion y (5) muerte.
En primer lugar, se realizé un analisis de regresion logistica univariante para cada criterio
de valoracion utilizando los niveles de NfL como variable de exposicion. A continuacion,
realizamos un analisis ROC (Receiver Operating Characteristic) comparando las predicciones
con el criterio de valoracion vy, finalmente, seleccionamos los puntos de corte de sNfL que
mejor predecian ese criterio, buscando la mayor especificidad. Por ultimo, comprobamos la
capacidad predictiva de cada punto de corte mediante analisis de regresion logistica multi-
variable ajustando por edad y AMAN como posibles factores de confusion. Se reportan la
OR con un IC del 95%, el area bajo la curva (AUCQ), la sensibilidad, la especificidad, el valor

predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) para cada punto de corte.

La significacion estadistica se fij6 en 0.05 (a dos bandas) para todos los analisis. El analisis
se llevo a cabo en Graphpad Prism version 8, Stata version 15 (Texas, EE. UU.) y SPSS Statis-
tics version 23 (IBM Corp., USA).
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5.1. SINDROME DE GUILLAIN-BARRE

5.1.1. Caracteristicas basales de los pacientes

Se reclutaron 98 participantes de 11 centros espafioles diferentes. Los pacientes con SGB
tenfan una media de 57.4 afios y eran predominantemente hombres (57%). El 68.4% de
los pacientes presentaron un antecedente infeccioso, principalmente infecciones de las vias
respiratorias superiores (43.9%) y diarrea (24.5%). La mediana de tiempo desde el inicio de
los sintomas hasta la inclusion fue de 4 dias (RIC 3-6). La mayoria de los pacientes tenfan
un GDS inicial entre 2 y 4 (93.9%). Se examino el LCR en 90 (91.8%) pacientes dentro de
una mediana de tiempo de 3 dias (RIC 2-6) desde el inicio de la enfermedad. Se detectaron
niveles elevados de proteinas en el LCR en el 68.9% de los pacientes. La mayoria de los
pacientes fueron clasificados en el nivel 1 de certeza diagnostica de SGB siguiendo los
criterios de Brighton (65.9%), el 33% de los pacientes fueron clasificados en el nivel 2 y un
paciente en el nivel 3. El 66% de los pacientes presentaron la variante sensitivo-motora
tipica, el 18.4% presentaban una variante motora, el 10.2% un SMF, el 4.1% presentd una
variante sensitiva pura y un paciente presentd una variante ataxica. La mayoria de los
pacientes fueron clasificados como AIDP (59.2%), el 14.3% presento un estudio de conduc-
cion nerviosa equivoco, un 12.2% fue clasificado como AMAN y un 7.1% como AMSAN.
La mayoria de los pacientes fueron tratados con Igev (77.6%) o Igev mas plasmaféresis
(10.2%). El 5% de los pacientes recibié un segundo ciclo de Igev y seis pacientes (6.12%)

no recibieron tratamiento.

5.1.2. Asociacion de los niveles basales de sNfL con las caracteristicas de
la enfermedad

Los pacientes con SGB tenian niveles de sNfL significativamente mas altos que los controles
sanos (CS) (55.49pg/mL vs 9.83pag/mL, p<0.001, tabla 13, figura 15A). Esta diferencia
también se observd en el LCR (1308.5pg/mL vs 440.24pg/mL, p=0.034, figura 15B) y
encontramos una correlacion entre los niveles de sNfL vy los niveles de NfL del LCR (r=0.62,
p<0.001, figura 16A). L os niveles de sNfL se correlacionaron con la edad en los CS (r=0.64,
p<0.001) pero no en los pacientes con SGB (r=0.18, p=0.07) (figura 168B).
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Edad media +/- DE| 57.4 +/-16.6 | 53.1 +/- 148 0.072
Sexo n, % hombres | 56 (57.1%) 23 (43.4%) 051
n 98 53
Geomedia 55.49 9.83
sNfL (pg/mL) Mediana 40.00 7.93 <0.001
Max 3573.03 56.82
Min 422 430
n 24 10
GeoMedia 1308.50 440.24
NfL en LCR (pg/mL) Mediana| 88357 49379 0.034
Max 32915.47 1469.97
Min 21274 139.42

Tabla 13: Niveles de NfL en suero y en LCR en pacientes con sindrome de
Guillain-Barré (SGB) y controles sanos (CS).

SGB: Sindrome de Guillain-Barré; €S: Controles sanos; NfL: neurofilamentos de cadena ligera;
LCR: liquido cefalorraquideo; Max: maximo; Min: minimo; DE: Desviacion estandar.
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Figura 15: NfL basales en pacientes con Guillain-Barré (GBS) y en controles sanos (CS) en
suero (A) y en LCR (B). La linea central representa el valor de la media geométrica vy los bigotes
indican el intervalo de confianza del 95%. GBS: Sindrome de Guillain-Barre;

HC: Controles sanos; sNfL: neurofilamentos de cadena ligera en suero.
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Figura 16: A: Correlacion entre sNfL y NfL en LCR. B: Correlacion entre sNfL y la edad.

Los puntos en rojo representan los pacientes con sindrome de Guillain-Barre, los puntos en

azul representan los controles sanos. Las lineas representan la correlacion entre NfL en

suero y NfL en LCR o entre la edad y sNfL. sNfL: neurofilamentos de cadena ligera en suero;
cNfL: neurofilamentos de cadena ligera en LCR.

Los pacientes con antecedente de diarrea tuvieron niveles de sNfL mas altos que los pacientes
sin ninguin antecedente infeccioso o con sintomas respiratorios (134.9pg/ml vs 38.02pg/mL
vs 47.86pg/mL; p=0.016). Sesenta y una de las muestras basales analizadas (62.2%) se
recogieron antes de iniciar el tratamiento. Los pacientes con muestras recogidas después
de iniciar el tratamiento tuvieron niveles de sNfL basales mas elevados (134.90pg/mL
vs 32.36pg/mL, p<0.001), probablemente debido a un sesgo de gravedad, ya que los
pacientes que fueron incluidos después de iniciar el tratamiento tuvieron una gravedad
inicial mayor (mediana de GDS inicial 4[3-4] vs 3[2-4], p=0.001). Los niveles de sNfL y NfL
en LCR no se correlacionaron con el nivel de proteinas en LCR ni con el tiempo transcurrido

desde el inicio de los sintomas.

Los pacientes con una variante motora pura o SMF mostraron niveles de sNfL mas altos
que los pacientes con un SGB tipico (162.18pag/mL vs 95.5pg/mL vs 38.02pag/mL, respecti-
vamente; p=0.025; figura 17). 3 de los 4 pacientes con la variante sensitiva pura tuvieron

niveles de sNfL bajos.

#5
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Figura 17: Niveles de sNfL en las variantes clinicas.

La linea central representa el valor de la media geomeétrica y los bigotes indican el intervalo de
confianza del 95%. sNfL: neurofilamentos de cadena ligera en suero; MFS: Sindrome de Miller Fisher.
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Figura 18: Clasificacién de sNfL y estudios de conduccién nerviosa.

La linea central representa el valor de la media geométrica y los bigotes indican el intervalo

de confianza del 95%. sNfL: neurofilamentos de cadena ligera en suero; A/DP: Polineuropatia

desmielinizante inflamatoria aguda; AMAN: Neuropatia axonal motora aguda; AMSAN: Neuro-
patia axonal sensitivo-motora aguda, HC: controles sanos.

Cuando estratificamos a los pacientes segun los estudios de conduccién nerviosa (ECN), los
pacientes con AMAN tenian niveles de sNfL mas altos que otros pacientes (199.53pg/mL vs
46.77pg/mL, p=0.006) y los pacientes con ECN equivocos y AMSAN tenian niveles de sNfL
mas altos que AIDP (figura 18). Los siete pacientes con ECN normales mostraron niveles
de sNfL mas altos que los pacientes con AIDP (53.7pg/mL vs 35.48pa/mL, tabla 14).
De los pacientes con un ECN normal, cinco eran pacientes con SMF, uno tenia una

variante sensitiva pura y un paciente era un SGB tipico (89.13pg/mL vs 10.47pg/mL
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vs 23.44pg/mL, respectivamente). Los pacientes que no recibieron tratamiento por
presentar sintomatologia leve tuvieron unos niveles normales de sNfL. En la tabla 14

se detalla mas informacion sobre los niveles de sNfL y las caracteristicas de la enfermedad.

sNfL (pg/ml; GeoMedia,
IC 95%, CV%)

CARACTERISTICAS BASALES (n=98)

Edad (media +/- DE) 57.35 +/-16.6 - 0.071
Sexo (n, %)
Hombres 56 (57.1%) 52.48 (31.62; 79.43), 41.5% 0625
Mujeres 42 (42.9%) 60.26 (39.81; 100), 41.8%
Antecedente infeccioso (n, %)
Diarrea 24 (24.5%) 134.90 (63.10; 251.19), 36.6%
Infeccidn respiratoria 43 (43.9%) 38.02 (25.12; 63.10), 42.6% 0.016
Ninguno 31 (31.6%) 47.86 (28.35; 81.50), 39.3%
Tiempo de evolucién (dias, mediana, RIC) 4 (3-6) - 0413
GDS inicial (mediana; RIC) 3(2-4)
1 (n, %) 4 (4.1%) 6.17 (3.98; 10), 25.4%
2 (n, %) 28 (28.6%) 35.48 (19.95; 63.10), 46.1%
3 (n, %) 19 (19.4%) 64.56 (31.62; 125.89), 36.5% 0.005
4 (n, %) 45 (25.9%) 77.62 (59.12; 125.89), 35.7%
5 (n, %) 2 (2%) 375.83; 53.5%
MRC sum score (mediana, RIC)
Basal 50 (42-56) - <0.001
A 1 semana 51 (39-58) = 0.043
Variantes clinicas (n, %)
Sensitivo-motora 65 (66.3%) 38.02 (25.12; 50.12); 37%
Motora pura 18 (18.4%) 162.18 (79.43; 398.11); 34.7%
Sensitiva pura 4 (4.1%) 26.30 (1.26; 501.19); 91.6% 0.009
SMF 10 (10.2%) 95.50 (31.62; 316.23); 42.3%
Atdxica 1 (1%) 338.84
Clasificacién ECN (n, %)
AIDP 58 (59.2%) 33.88 (25.12; 50.12), 37.7%
AMAN 12 (12.2%) 199.53 (79.43; 501.19), 28.5%
AMSAN 7 (7.1%) 107.15 (25.12; 501.19), 44% 0.008
Equivoco 14 (14.3%) 104.7 (39.81; 316.22), 43%
Normal 7 (7.1%) 53.70 (12.59; 251.19), 50%
Tratamiento (n, %)
No 6 (6.1%) 7.59 (3.98; 12.59), 37.5%
Igev 76 (77.6%) 72.44 (50.12; 100.43), 39.1%
Igev x2 5 (5.1%) 32.36 (15.85; 79.43), 27% 0.009
Igev + PLEX 10 (10.2%) 30.90 (12.59; 79.43), 41.8%
PLEX 1 (1%) 117.49

Tabla 14: Relacion entre los sNfL y las caracteristicas basales.

SNfL: neurofilamentos de cadena ligera en suero; /C: intervalo de confianza; CV: coeficiente de
variacion; GeoMedia: media geométrica; GDS: Guillain-Barré Syndrome Disability Score;
SMF: Sindrome de Miller-Fisher; A/DP: Polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda; AMAN:
Neuropatia axonal motora aguda; AMSAN: Neuropatia axonal sensitivo-motora aguda;
Igev: Inmunoglobulinas endovenosas; PLEX: plasmaféresis; ECN- estudios de conduccion nerviosa.
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5.1.3. Asociacion de los sNfL basales con las escalas clinicas de gravedad
Los niveles de sNfL se correlacionaron con las puntuaciones de la escala GDS y I-RODS. Los
niveles de sNfL tienden a ser mas altos con cada aumento de la escala GDS en el momento
inicial (r=0.313, p=0.002; tabla 14, figura 19). Encontramos una correlacién de los sNfL
con la puntuacion de la escala GDS en cada punto temporal y con el GDS maximo alcan-
zado (r=0.251, p=0.013) (tabla 15). L os niveles iniciales de sNfL mostraron una correlacion
negativa con la escala I-RODS a las 4, 26 y 52 semanas (tabla 15) y con el MRC sum score

basal (r=-0.35, p<0.001) y a la semana (r=-0.21, 0.04) (tabla 14).
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Figura 19: Correlacion entre la escala GDS inicial y los niveles de sNfL basales.

La linea en el centro representa la media geomeétrica y los bigotes indican el intervalo de confianza al
95%. sNfL: neurofilamentos de cadena ligera en suero; GDS: Guillain-Barré Syndrome Disability Score

ESCALAS CLINICAS | ¢ | »
GDS (mediana; RIC)
GDS inicial (n=98) 3(2-4) 0.313 0.002
GDS maximo (n=98) 4 (2-4) 0.251 0.013
GDS en la semana 4 (n=96) 2(1-4) 0.235 0.021
GDS en la semana 26 (n=89) 1(0-2) 0.341 0.001
GDS en la semana 52 (n=87) 1(0-2) 0.332 0.002
I-RODS (mediana; RIC)
En la semana 4 (n=87) 33 (13-45) -0.342 0.001
En la semana 26 (n=85) 45 (32-48) -0.362 0.001
En la semana 52 (n=81) 47 (35-48) -0.344 0.002

Tabla 15: Correlacion entre las escalas GDS y I-RODS en diferentes tiempos
y los niveles de sNfL basales.

SNfL:neurofilamentos de cadena ligera en suero; GDS: Guillain-Barré Syndrome Disability Score;
I-RODS: Rasch-built Overall Disability Scale; - coeficiente Rho de Spearman; R/C: rango intercuartilico.
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5.1.4. Niveles de sNfL al aiio

Analizamos los niveles de sNfL en 33 pacientes al inicio y en la semana 52. Los niveles de
sNfL disminuyeron hasta alcanzar los niveles normales de los controles a las 52 semanas
en todos los pacientes que tuvieron unos niveles de NfL altos al inicio; los niveles de sNfL no

cambiaron en los pacientes que tenian unos niveles normales al inicio (figura 20).
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Figura 20: Cinética de los sNfL

5.1.5. Asociacion de los niveles basales de sNfL y el prondstico

Aproximadamente, el 71% vy el 74.5% de los pacientes podian caminar de forma inde-
pendiente a los 6 meses y al afio respectivamente, y el 60% vy el 67% de los pacientes
podian correr a los 6 meses y al afio, respectivamente. Diez pacientes necesitaron venti-
lacion mecanica durante una mediana de 11 dias (RIC 8-33) y 4 pacientes murieron. Dos
pacientes murieron por insuficiencia respiratoria, un paciente por neumonia y otro paciente
por progresion de cancer. Los niveles basales de sNfL se asociaron con la capacidad de
correr a 1 afio (33.11pg/mL vs 123.03pg/mL; p<0.001). Los niveles iniciales de sNfL fueron
mayores en los pacientes que murieron (53.70pg/mL vs 229.09 pg/mL, p=0.11) o necesi-
taron ventilaciéon mecanica (52.48pg/mL vs 83.17pa/mL, p=0.446), pero estas diferencias

no fueron estadisticamente significativas.
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Anadlisis univariado para la capacidad de correr a 1 afio

VELELI (0] 95% IC p

logNfL 1.90 1.34-2.69 <0.001

AMAN 6.53 157-27.17 0.010

Diarrea 233 0.83-6.57 0.109

Edad 1.04 1.01-1.07 0.023

GDS inicial 181 1.08-3.04 0.025
Analisis univariado para la escala I-RODS a 1 afio

\ELEL] B 95% IC Std B

logNfL -3.67 -5.65-(-1.69) -0.40 <0.001

AMAN -6.14 -16.48-4.19 -0.14 0.240

Diarrea -6.03 -1441-234 -0.17 0.155

Edad -0.27 -0.47-(-0.08) -0.31 0.007

GDS inicial -5.54 -8.63-(-2.44) -0.39 0.001

Andlisis logistico multivariable para la capacidad de correr a 1 afio*
\VELELIT OR 95% IC p

logNfL 1.65 1.14-2.40 0.009

AMAN 6.19 1.01-38.02 0.049

Edad 1.05 1.01-1.09 0.022

Analisis lineal multivariable para la escala I-RODS a 1 afio**

VELELI B 95% IC Std B p
logNfL -2.60 -4.66-(-0.54) -0.29 0.014

Tabla 16: Asociacion entre los niveles de sNfL basales y el prondstico

*Resultados de la regresion logistica multivariable y **resultados de la regresién linear multiva-

riable después de realizar un modelo de regresion paso a paso y eliminacion hacia atras (backward

stepwise selection modelling). Las variables incluidas en el modelo inicial fuero edad, GDS inicial,

AMAN vy diarrea para todas las condiciones. logNfL: neurofilamentos de cadena ligera log-transfor-

mados; AMAN: Neuropatia axonal motora aguda; GDS: Guillain-Barré Syndrome Disability Score,

I-RODS: Rasch-built Overall Disability Scale; OR: Odds ratio; /C: intervalo de confianza, B: coeficiente beta;

Std B: coeficiente beta estandarizado.

En el analisis univariante, las variables logNfL, AMAN, la edad y el GDS inicial se asociaron
con la capacidad de correr a 1 afio y las variables logNfL, la edad y el GDS inicial se asociaron
con el I-RODS a 1 afio (tabla 16). En el analisis de regresion logistica multivariable, que inclu-
yeron 4 variables potencialmente confusoras en el modelo inicial (edad, GDS inicial, AMAN y
diarrea), los niveles mas altos de NfL al inicio se asociaron de forma independiente con la inca-
pacidad para correr a 1 afio después de un modelo de regresion paso a paso vy eliminacién hacia
atras (backward stepwise selection modelling) (OR=1.65, IC 95% 1.14-2.40, p=0.009; tabla

16). Deshaciendo la transformacién logaritmica de la variable, este incremento representa una

OR=1.019; IC 95% 1.037-1.002; por cada 10pg/mL de sNfL. En el analisis de regresion lineal
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multivariable para predecir el I-RODS, niveles basales mas altos de NfL también se asociaron

con menos I-RODS a 1 afio (3=-2.60; IC 95% -4.66-(-0.54); p=0.014) (tabla 16).

Adicionalmente, repetimos los dos analisis multivariables (logistico y lineal) con vy sin

pacientes con SMF. Nos centramos en los pacientes con SGB porque el SMF se considera una

enfermedad diferente (fisiopatoldgicamente, en sus caracteristicas clinicas y en su pronds-

tico) vy el objetivo del estudio era evaluar los sNfL basales como variable predictora del

prondstico en los pacientes con SGB. No obstante, la inclusién del SMF en los modelos de

analisis multivariable no cambid los resultados de forma significativa (tabla 17).

Analisis univariado para la capacidad de correr a 1 afio

Variable OR 95% IC p

logNfL 1.67 1.23-2.27 0.001

AMAN 7.23 1.75-29.89 0.006

Diarrea 234 0.86-641 0.097

Edad 1.04 1.01-1.07 0.019

GDS inicial 195 1.17-3.25 0.010
Analisis univariado para la escala I-RODS a 1 afio

\ELELI B 95% IC Std B

logNfL -3.27 -5.19-(-1.35) -0.36 0.001

AMAN -6.42 -16.17-3.93 -0.14 0.220

Diarrea -5.25 -13.42-2.92 -0.14 0.205

Edad -0.29 -0.48-(-0.09) -0.32 0.004

GDS inicial -5.99 -8.93-(-3.04) -0.42 <0.001

Anadlisis logistico multivariable para la capacidad de correr a 1 afio*

VEGELI 0] 95% IC p

logNfL 1.49 1.07-2.09 0.019

AMAN 891 1.49-53.14 0.016

Edad 1.05 1.01-1.09 0.010

Analisis lineal multivariable para la escala I-RODS a 1 afio**

Variable B 95% IC Std g p

logNfL -2.22 -4.12-(-0.33) -0.24 0.022

GDS inicial -3.91 -7.06-(-0.76) -0.27 0.016

Tabla 17: Asociacion entre los niveles de sNfL basales y el pronéstico, incluyendo a los pacientes con SMF

* Resultados de la regresion logistica multivariable y **resultados de la regresion linear multiva-
riable después de realizar un modelo de regresion paso a paso y eliminacién hacia atras (backward
stepwise selection modelling). Las variables incluidas en el modelo inicial fuero edad, GDS inicial,
AMAN vy diarrea para todas las condiciones. logNfL: neurofilamentos de cadena ligera log-transfor-
mados; AMAN: Neuropatia axonal motora aguda; GDS: Guillain-Barré Syndrome Disability Score;
I-RODS: Rasch-built Overall Disability Scale; OR: Odds ratio; /C: intervalo de confianza, B: coeficiente beta;

Std pB: coeficiente beta estandarizado.
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También realizamos el analisis de regresion logistica multivariable incluyendo el MRC sum
score a la semana como factor de confusion, mostrando que los sNfL basales se mantienen
como factor predictor de prondstico independiente para la incapacidad para correr a 1 afio
(OR=1.89; IC del 95%: 1.27-2.80; p=0.001) y para puntuaciones I-RODS mas bajas a 1 afio
(B=-2.30; IC del 95%: -3.95-(-0.67); p=0.006) (tabla 18).

Analisis univariado para la capacidad de correr a 1 afio

\ELEL] OR 95% IC p

logNFL 167 1.23-2.27 0.001

Diarrea 2.34 0.86-6.41 0.097

Edad 1.04 1.01-1.07 0.019

GDS inicial 1.95 117-3.25 0.010

MRC sum score a 1 semana 0.94 0.91-0.97 0.001

Analisis univariado para la escala I-RODS a 1 afio

Variable B 95% IC Std B

logNFL -3.27 -5.19-(-1.35) -0.36 0.001

Diarrea -5.25 -13.42-2.92 -0.14 0.205

Edad -0.29 -0.48-(-0.09) -0.32 0.004

GDS inicial -5.99 -8.93-(-3.04) -0.42 <0.001

MRC sum score a 1 semana 0.56 0.40-0.72 0.64 <0.001
Analisis logistico multivariable para la capacidad de correr a 1 afio*

Variable 0] 95% IC p

logNfL 1.89 1.27-2.80 0.001

MRC sum score a 1 semana 0.94 0.91-0.98 0.003

Analisis lineal multivariable para la escala I-RODS a 1 afio**

Variable B 95% IC Std g p

logNfL -2.30 -3.95-(-0.67) -0.25 0.006

MRC sum score a 1 semana 0.51 0.35-0367 0.58 <0.001

Tabla 18: Asociacién entre los niveles de sNfL basales y el pronostico,
incluyendo la escala MRC sum score a 1 semana

* Resultados de la regresion logistica multivariable y **resultados de la regresion linear multivariable
después de realizar un modelo de regresién paso a paso y eliminacién hacia atras (backward stepwise
selection modelling). Las variables incluidas en el modelo inicial fuero edad, GDS inicial, MRC sum scorea 1
semanay diarrea para todas las condiciones. logNfL:neurofilamentos de cadena ligera log-transformados;
GDS:Guillain-Barré Syndrome Disability Score; /-RODS: Rasch-built Overall Disability Scale; OR: Odds ratio;
IC:intervalo de confianza, B: coeficiente beta; Std B: coeficiente beta estandarizado.
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5.1.6. Capacidad de los niveles de sNfL para predecir endpoints clinica-
mente relevantes

Por Ultimo, se evalud la capacidad de los niveles de sNfL basales para predecir el pronds-
tico en 5 endpoints finales clinicamente relevantes: (1) capacidad de correr a 1 afio,
(2) incapacidad de correr a 1 afio, (3) incapacidad de caminar sin ayuda a 1 afio,
(4) ventilacion y (5) muerte. Se realizd un analisis ROC para cada endpoint seleccionando
los puntos de corte con mayor especificidad (véase la seccion de Métodos). Niveles de
sNfL superiores a 319pg/mL discriminaron a los pacientes incapaces de caminar de forma
independiente al afio (OR=5.20, IC del 95%: 1.02-26.34, p=0.047, especificidad 89.4%,
sensibilidad 33.3%); niveles de sNfL superiores a 248pg/mL discriminaron a los pacientes
incapaces de correr a 1 afio (OR=6.81, IC 95% 1.64-28.21, p=0.008, especificidad 94.2%,
sensibilidad 39.3%) y niveles de sNfL inferiores a 34pg/mL predijeron una recuperacion
completa, definida como la capacidad de correr a 1 afio (OR=6.59, IC 95% 2.02-21.46,
p=0.002, especificidad 82.1%, sensibilidad 69.2%). No pudimos definir puntos de corte
optimos de los niveles de sNfL para la ventilacion y la muerte debido al bajo numero de
pacientes. El area bajo la curva (AUC), el VPP y el VPN para cada punto de corte se detallan
en la tabla 19 1 os 3 puntos de corte mantienen su significacion evaluando la puntuacion
en la escala I-RODS a 1 afio mediante regresion lineal (tabla 20).

Regresion logistica

multivariable* Analisis ROC

Punto
Endpoint clinico de corte  OR (95% IC)
(pg/ml)

319 5.20(1.02-26.34) | 0.047 | 0.714 | 89.4% 33.3% 100% 84.6%

Especi- Sensi-
ficidad bilidad

VPP

Incapacidad de caminar
sin ayuda a 1 afio

Incapacidad de

- 248 6.81 (1.64-2821) | 0.008 | 0.803 | 94.2% 39.3% 73.3% 73.9%
correr a 1 afio

Capacidad para

o 34 6.59 (2.02-21.46) | 0.002 | 0.834 | 82.1% 69.2% 87.5% 57.5%
correr a 1 afio

Tabla 19: Puntos de corte de sNfL para los endpoints clinicos.
*Modelo ajustado para logNfL, AMAN y edad. OR: Odds ratio; AUC: area bajo la curva; VPP: valor predic-
tivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;, /-RODS: Rasch-built Overall Disability Scale;
/C: Intervalo de confianza.
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Punto de corte

Regresion logistica multivariable*

Endpoint clinico (pg/ml) B (95% IC) Std B P

Incapacidad de caminar sin ayuda a 1 afio 319 -15.53 (-24.80-(-6.26)) -0.37 0.001
Incapacidad de correr a 1 afio 248 -12.25 (-21.04-(-3.46)) | -0.32 0.007
Capacidad para correr a 1 afio 34 11.13 (4.75-17.50) 0.38 0.001

Tabla 20: Puntos de corte de sNfL para los endpoints clinicos y relacién con el I-RODS a 1 afio

*Modelo ajustado para logNfL; /~RODS: Rasch-built Overall Disability Scale; /C: Intervalo de confianza;
Std: estandarizado

5.2. PACIENTES CON CIDP ANTI-NF155+

5.2.1. Screening de autoanticuerpos anti-NF155 mediante ensayos basados

en células (CBA)

Figura 21: Inmunocitoguimica de los pacientes falsos positivos para NF155.

La primera fila fA) corresponde a paciente con un resultado falso positivo, la sequnda (B) corres-
ponde a un control negativo y la tercera (€) a un paciente con CIDP anti-NF155+. En rojo obser-
vamos la reactividad del suero y en verde observamos las células HEK293 transfectadas con
NF155. Los nimeros 1 vy 2 corresponden a células transfectadas con el plasmido de NF155 que
contiene el tag DDK-myc y los nimeros 3y 4 a células transfectadas con el plasmido sin tag. En el
caso del paciente falso positivo, observamos una reactividad cruzada (A1) que colocaliza parcial-
mente con la NF155 (A2)y que desaparece en las células transfectadas con el plasmido que no
contiene el tag DDK-myc (A3), mientras que se mantiene el marcaje en el resultado positivo (€3).
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Detectamos 44 sueros con una tincion positiva en los ensayos basados en células (CBA)
para NF155 y una tincién negativa para NF140/NF186. Después de realizar un estudio
de confirmacién con ELISA anti-NF155, 40 pacientes fueron confirmados como verdaderos
positivos con ELISA y fueron seleccionados para una mayor caracterizacion. Los otros cuatro
pacientes fueron clasificados como falsos positivos en los CBA (9.1%). Existen datos publi-
cados recientemente por nuestro grupo que muestran la existencia de resultados falsos
positivos debido a una reaccioén cruzada contra el tag DDK-Myc del plasmido de la neuro-
fascina-155°%. Por este motivo, disefiamos un nuevo CBA transfectando las células con un
plasmido de neurofascina-155 humana diferente que no contuviera ese tag, y que muestra

la desaparicion de los resultados falsos positivos, en los 4 casos (figura 21).

5.2.2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con CIDP anti-NF155+

Treinta y nueve pacientes con anticuerpos anti-NF155+ cumplian criterios diagndsticos defi-
nidos para la CIDP y en un paciente los anticuerpos se detectaron post-mortem. El diagndés-
tico inicial fue de CIDP en la mayoria de los pacientes (80%), pero cinco pacientes fueron
diagnosticados inicialmente como SGB. Los pacientes con CIDP anti-NF155+ tenfan una
edad media de inicio de 42.4 afios y eran predominantemente hombres (72.5%). La presen-
tacion clinica mas frecuente fue la sensitivo-motora (87.5%), y la mayoria de los pacientes
tuvieron un curso clinico progresivo (75%) vy cronico (67.5%). La mayoria de los pacientes
tenian una debilidad simétrica con predominio distal en las extremidades superiores (37.2%)
e inferiores (94.5%). El deficit sensitivo fue simétrico y mas frecuente en las extremidades
inferiores (97.5%) que en las superiores (67.5%). El 75% de los pacientes tenian temblor y
ataxia, y el 30% de los pacientes tenfan afectacion de los nervios craneales, siendo la para-
lisis facial bilateral la afectacion mas frecuente (70%). Dos pacientes tuvieron una neuritis
optica bilateral confirmada mediante potenciales evocados, con RM cerebral y medular
normal v anticuerpos anti-NMO y anti-MOG negativos>%°. En la tabla 21 se detalla mas

informacion sobre las caracteristicas de la enfermedad.
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Edad de inicio (media +/- DE) 42.40 +/- 19.48
Edad al diagnéstico (media +/- DE) 43.25 +/- 19.30
Sexo (hombres; n, %) 29 (72.5%)
Diagnéstico inicial (n, %)

CIDP 32 (80%)

SGB 5 (12.5%)

Neuropatia sensitiva 1 (2.5%)

Neuropatia desmielinizante 1 (2.5%)

Mielopatia cervical 1 (2.5%)

Curso clinico de la CIDP (n, %)
Progresiva 30 (75%)
Remitente-recurrente 10 (25%)
Tiempo hasta el nadir (n, %)

Agudo (<1 mes) 2 (5%)

Subagudo (1-2 meses) 11 (27.5%)

Cronico (>2 meses) 27 (67.5%)

Presentacion clinica (n, %)

Sensitivo-motora 35 (87.5%)

Sensitiva pura/ ataxica 4 (10%)

Motora pura 1 (2.5%)

Debilidad (n, %)

Debilidad en extremidades superiores 35 (87.5%)
Simétrica 33 (94.3%)
Proximal y distal 15 (42.9%)
Distal 19 (54.3%)
Proximal 1(2.9%)

Debilidad en extremidades inferiores 37 (92.5%)
Simétrica 34 (91.9%)
Proximal y distal 17 (45.9%)
Distal 18 (48.6%)
Proximal 2 (5.4%)

Déficit sensitivo (n, %)

En extremidades superiores 27 (67.5%)
Simétrico 26 (96.3%)
Modalidad:

Vibracion 16 (59.3%)
Pinprick 16 (59.3%)
Superficial 22 (81.5%)

En extremidades inferiores 39 (97.5%)
Simétrico 38 (95%)
Modalidad:

Vibracién 37 (92.5%)
Pinprick 32 (80%)
Superficial 31 (77.5%)
Reflejos (n, %)
Ausentes 30 (75%)
Disminuidos 10 (25%)
Ataxia (n, %) 30 (75%)
Temblor (n, %) 30 (75%)
Afectacién de PPCC (n, %) 12 (30%)

Debilidad facial bilateral 7

Ofltalmoparesia 3

Neuritis 6ptica 2

Tabla 21: Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con CIDP anti-NF155+

C/DP: Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria cronica; DADS: variante simeétrica
distal desmielinizante de la CIDP; DE: desviacion estandar; /-RODS: Inflammatory Rasch-built
Overall Disability Scale; PPCC: Pares craneales; SGB: Sindrome de Guillain-Barré
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En cuanto a los estudios de conduccién nerviosa (ECN), 38 pacientes cumplian los criterios
electrodiagnésticos del EFNS/PNS para CIDP, un paciente fue definido como posible CIDP y
a un paciente no se le realizaron los ECN, ya que el diagnéstico se confirmo post-mortem.
Se examind el LCR en 37 (92.5%) pacientes; la mayoria de los pacientes tenian menos de 5
células en el LCR (72.2%) y todos los pacientes tuvieron niveles elevados de proteinas en el

LCR, con una mediana de 2 g/L [0.95-3.67].

5.2.3. Respuesta al tratamiento y sequimiento clinico

La mediana del numero de tratamientos recibidos fue de 3 [2-4]. La mayoria de los pacientes
fueron tratados con Igev (95%) y/o corticosteroides (90%) y aproximadamente la mitad de
los pacientes (46.2%) fueron tratados con recambio plasmatico con una mediana de 6
sesiones [5-9]. Veintitrés pacientes (57.5%) fueron tratados con rituximab y un paciente fue
incluido en un ensayo clinico ciego de rituximab frente a placebo. De los pacientes tratados
con rituximab (n=23), 13 fueron tratados también con plasmaféresis antes de iniciar el trata-
miento con rituximab y diez pacientes fueron tratados solo con rituximab. Nueve pacientes
fueron tratados con azatioprina y 8 pacientes recibieron otros tratamientos (micofenolato,
metotrexato, ciclosporina o interferén betala). Las escalas clinicas al inicio, en el nadir y
después del tratamiento se describen en la tabla 22. |.os pacientes con paresia facial
bilateral (n=7) tuvieron una gravedad maxima y final mayor que aquellos pacientes que no

presentaron afectacion facial (tabla 23).

ESCALAS CLINICAS DE GRAVEDAD

mRS (mediana, RIC)
En el momento de la analitica (n=27) 3[2-4]
Maximo (n=37) 4[2-4]
Final (n=37) 2[1-3]
I-RODS (mediana, RIC)
En el momento de la analitica (h=14) 27.5[18.5-39]
Maximo (n=18) 20.5[11.75-33]
Final (n=22) 34.5 [30.75-46]

Tabla 22: Escalas clinicas de gravedad en pacientes CIDP anti-NF155+.

I-RODS: Inflammatory Rasch-built Overall Disability Scale; mRS: escala modificada de Rankin;
RIC: rango intercuartilico.
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Pacientes con

diplejia facial

Pacientes sin
diplejia facial

(n=7)

(n=33)

::‘:tgdlzasnr:'é;:go (n=17) 22 [4-30] 47 [38-57] 0.003
(mediana, RIC) - oL ee o

Tabla 23: Pacientes con diplejia facial y gravedad clinica.

/I-RODS: Inflammatory Rasch-built Overall Disability Scale; mRS: escala modificada de Rankin;
RIC: rango intercuartilico.

Numero de

Tratamientos pacientes (n, %) Respuesta (n, %) Dosis/Protocolo
Si: 5 (13.1%)
Igev 38 (95%) Parcial: 9 (23.7%) 2g/Kg por curso
No: 24 (63.2%)
- 0/
Si: 10 (27.8%) Pul:::;gt/jljegﬁl.’z:\,/:(i?,(.].gll.?"/o)
Corticosteroides 36 (90%) Parcial: 16 (44.4%)

No: 10 (27.8%)

MP ev + mg/Kg/d: 5 (13.9%)
Otros: 4 (11.1%)

Si: 7 (38.9%)

Numero de sesiones

PLEX 18 (46.2%) Parcial: 6 (33.3%) . .
No: 5 (27.8%) (mediana, RIC): 6 [5-9]
. 0
St 17 (77.3%) 4;.2'68(2(33/;")
Rituximab* 23 (57.5%) Parcial: 3 (13.6%) ' g
No: 2 (9.1%) 1+1: 6 (28.6%)
: : Otros: 2 (9.5%)
Si:1(11.1%)
Azatioprina 9 (22.5%) Parcial: 4 (44.4%) -
No: 4 (44.4%)
. Parcial: 1 (33.3%)
0/ -
Micofenolato 3 (7.5%) No: 2 (66.7%)
Parcial: 1 (33.3%)
0 -
Metotrexato 3 (7.5%) No: 2 (66.7%)
Ciclosporina 1 (2.5%) No: 1 (100%) -
Interferén beta la 1 (2.5%) No: 1(100%) -

Tabla 24: Tratamientos y respuesta terapéutica

*Un paciente incluido en un estudio clinico doble ciego de rituximab vs placebo. La respuesta
clinica al tratamiento con rituximab en funcién de la escala mRS se detalla en la tabla 25.

Igev: Inmunoglobulinas endovenosas; MP: metilprednisolona; PLEX: plasmafeéresis;

RIC: rango intercuartilico; 4+2: 375 ma/m? cada semana durante 4 semanas consecutivas y poste-

riormente mensual durante los siguientes 2 meses; I+.1:Dos dosis de 1g separadas 2 semanas;
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Solo 5 pacientes de 38 (13.1%) tuvieron una buena respuesta a las Igev y 10 pacientes de
36 (27.8%) tuvieron una buena respuesta a los corticoesteroides. Por el contrario, 17 de 23
(77.3%) tuvieron una buena respuesta a rituximab y 13 de 23 (56.5%) presentaron una
mejora de >2 puntos en la escala mRS tras el tratamiento con rituximab. Las frecuencias de

tratamiento, las dosis y las respuestas al tratamiento se detallan en la tabla 24.

Los pacientes tratados con rituximab sin cambio en el MRS tuvieron una mediana de tiempo
de seguimiento menor tras el inicio del tratamiento, aunque las diferencias no fueron esta-
disticamente significativas (tabla 25). De los 4 pacientes tratados con rituximab sin una
mejora detectable en la puntuacion de mRS, dos pacientes fueron clasificados como no
respondedores por sus neurdlogos (mediana de tiempo de seguimiento de 37 meses) y
dos pacientes fueron clasificados como respondedores parciales (mediana de tiempo de
seguimiento de 6 meses). El protocolo de infusién mas frecuente (38.1%) fue el de 4 dosis
semanales + 2 mensuales de 375mg/m2, seguido de 1+1 dosis (separadas 2 semanas) de
1000mg (28.6%) y 4 dosis semanales de 375mg/m2 (23.8%). Cinco pacientes (21.7%)
presentaron una recaida, tras una mediana de 21 [4.5-59.5] meses después de la induccion
con rituximab y 11 pacientes (47.8%) recibieron reinfusiones de rituximab. Sélo 3 pacientes
(13%) tuvieron efectos adversos relacionados con el rituximab: dos reacciones de infusion
leves y una neumonia.

Mejoria de la escala mRS
después del tratamiento

Nuimero de pacientes Tiempo de seguimiento

con rituximab (n, %) (meses; mediana, RIC)

Sin cambios 4 (17.4%) 9.5 [6-39.25]
1 punto 6 (26%) 20.5[7.25-31.5] 043
2 puntos 8 (34.8%) 23.5[17.25-65.5]
3 puntos 5 (21.7%) 26.5[12.5-46.5]

Tabla 25: Relacion entre el tiempo de seguimiento y la mejoria clinica en
los pacientes tratados con rituximab.

mRS: escala modificada de Rankin; R/C: rango intercuartilico.

La mediana del tiempo de seguimiento en total fue de 46 [20-81] meses. Tres pacientes

fallecieron durante el seguimiento: uno debido a la evolucion de la CIDP, otro por una
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neumonia broncoaspirativa y otro paciente por causa desconocida. Los pacientes que reci-
bieron rituximab tuvieron una mediana en la escala mRS mas alta y una I-RODS mas baja
en el nadir, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (4 [3-4] vs
3 [2-4], p=0.5; 20 [11-25] vs 33 [9-40], p=0.33; tabla 26). L .os pacientes tratados con
rituximab fueron tratados previamente con un mayor nimero de tratamientos previos que
los pacientes que no lo recibieron (4 [3-5] vs 2 [2-3], p=0.03), incluida la plasmaféresis; sin
embargo, los pacientes no difirieron en la escala mRS final o en el I-RODS final, a pesar de
ser mas farmaco-resistentes (¢abla 26). No hubo diferencias entre los pacientes tratados

con plasmaféresis y rituximab (n=13) o sélo con rituximab (n=10), en cuanto a respuesta

terapéutica, recaidas o necesidad de reinfusiones.

Pacientes tratados

con rituximab (n=23)

Pacientes no tratados
con rituximab (n=16)

Edad de inicio
(media+/- DE) 44.1+/-20.7 39.25+/-18.6 0.51
Edad al diagnéstico _ _
(media+/- DE) 45.2+/-20.7 39.8+/-18.12 0.44
Sexo (hombres; n, %) 17 (77.3%) 11 (68.8%) 041
Niveles de sNfL basales
(mediana, RIC) (n=36) 47.69[18.87-154.29] 1443 [7.58-64.68] 0.08
Titulos de NF155 1/24300 [1/8100-1/24300] | 1/8100 [1/2700-1/24300] 0.19
(mediana, RIC)
Numero de tratamientos previos
(mediana, RIC) 4[3-5] 2[2-3] 0.03
PLEX (n, %) 14 (63.6%) 4 (25%) 0.02
mRS (mediana, RIC)
Basal (n=27) 3[2-4] 3[1-4] 0.94
Maximo (n=37) 4[3-4] 3[2-4] 0.53
Final (n=37) 2[1-2] 2[1-3] 0.62
R-0ODS (mediana, RIC)
Basal (n=14) 24 [20-35] 36 [9-46] 0.83
Maximo (n=18) 20[11-25] 33 [9-40] 033
Final (n=22) 32 [28-45] 37 [33-47] 0.27

Tabla 26: Tratamiento con rituximab.

Excluimos un paciente incluido en un ensayo clinico doble ciego de rituximab vs placebo.
DE: desviacion estandar; /-RODS: Inflammatory Rasch-built Overall Disability Scale;
mRS: escala modificada de Rankin; NF155: neurofascina-155; PLEX:Recambio plasmatico;

RIC:rango intercuartilico; SNfL: neurofilamentos de cadena ligera en suero.
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5.2.4. Caracteristicas inmunoldgicas basales

Todos los sueros analizados de los pacientes con CIDP anti-NF155+ fueron positivos por
ELISA y sus titulos oscilaron entre 1:300 y 1:72300. Los autoanticuerpos fueron predomi-
nantemente de la subclase IgG4 en todos los pacientes. Ademas, evaluamos la positividad
de los anticuerpos en 4 LCR de pacientes con CIDP anti-NF155+ v tres de ellos resultaron
positivos. Pudimos realizar el analisis de subclases v la titulacion en 2 LCR, siendo ambos
del isotipo 1gG4 vy sus titulos mas bajos que en los titulos en suero (1:160 en ambas mues-

tras de LCRy 1:24300 vy 1:72300 en los sueros).

El genotipado HLA se realizd en todas las muestras disponibles (23/40). Los alelos DRB1*15
(DRB1*15:01 o DRB1*15:02) estaban presentes en 21 de los 23 pacientes con CIDP anti-
NF155+ testados (91.3%). El alelo HLA mas frecuente fue el DRB1*15:01 (n=13; 72.2%).
No se observaron diferencias clinicas entre los pacientes con DRB1*15:01 y DRB1*15:02,
excepto una tendencia de edad mas joven en los pacientes con DRB1*15:02 (45.2+/-20.5 vs
30.6+/-14.6, p=0.14). El HLA-DRB1*15 se encuentra en el 17% de la poblacién espafiola, el
12% de la poblacién del norte de Italia, el 25% de la poblacién del sur de Francia y el 20%

de la poblacién inglesa (www.allelefrequencies.net).

5.2.5. Niveles séricos de NfL basales

Los niveles de NfL se determinaron en todas las muestras disponibles (36/40) al inicio del
estudio. Los pacientes con CIDP anti-NF155+ tenian niveles de sNfL significativamente mas
altos que los controles sanos (CS) (36.47pg/mL vs 7.56pg/mL, p<0.001, figura 22, tabla 27)
al inicio. Los niveles de sNfL se correlacionaron con la edad en los CS (r=0.75, p<0.001) pero
no en los pacientes con CIDP anti-NF155+ (r=0.26, p=0.12). Las muestras recogidas antes del
tratamiento (n=12) tenian niveles de sNfL mas altos que las recogidas una vez iniciado el trata-

miento (n=24) (65.84pg/ml vs 18.41pg/ml; p=0.002).
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NF155+ CIDP cs p

Edad (media+/- DE) 529 +/-25 49.7+/- 17.1 0.78
Sexo (n, % hombres) 28 (71.8%) 24 (38.7%) 0.002

n 36 62

Mediana 36.47 7.56
sNfL (pg/mL) <0.001

Max 536.64 56.82

Min 344 2.30

Tabla 27: Niveles de sNfL basales en pacientes con CIDP anti-NF155+ y controles sanos (CS).

C/DP: Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica; €S: controles sanos; DE: desvia-
cién estandar, NF155:neurofascina-155; sNfL: niveles de neurofilamentos de cadena ligera en suero.

1000 4

100+

104

sNfL
o
o
o
o

T
NF155+ CIDP HC

Figura 22: sNfL basales en pacientes con CIDP anti-NF155+ y controles sanos (CS).

La linea en el centro representa el valor de la mediana vy los bigotes indican el rango intercuar-
tilico. €/DP: Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica; HC: controles sanos;
NF155: neurofascina-155; sNfL: niveles de neurofilamentos de cadena ligera en suero.

5.2.6. Relacion entre los titulos de NF155, niveles de sNfL y el estado clinico

Los titulos absolutos de anticuerpos anti-NF155 no se correlacionaron con el estado clinico

de los pacientes, pero si lo hicieron cuando evaluamos los titulos de NF155 de seguimiento

tras normalizar sus valores en relacién con los titulos basales (r=0.41, p=0.004; figura 23y

figura 24). | os niveles basales de sNfL mostraron una correlacion negativa con la puntuacion

de I-RODS en el momento de la analitica (r=-0.88, p<0.001), asi como con el maximo I-RODS

alcanzado (r=-0.58, p=0.01, figura 25). Encontramos una tendencia en la correlacion entre los

niveles de sNfL y el I-RODS final (r=-0.356; p=0.1) pero sin llegar a la significancia estadistica.

Los niveles de sNfL se correlacionaron con los titulos de anti-NF155 al inicio (n=36; r=0.43,

p=0.001) y en todos los tiempos evaluados disponibles (n=105; r=0.34, p<0.001).
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Figura 23: Estado clinico, sNfL y titulos de autoanticuerpos anti-NF155 en pacientes con CIDP anti-NF155+.

En cada paciente se indica con una flecha el momento en el que se inicia el tratamiento.
1Vlg: inmunoglobulinas endovenosas; mRS: escala de Rankin modificada; NF155: neurofascina-155;
NfL:niveles de neurofilamentos de cadena ligera en suero; PLEX: recambio plasmatico, RTX: rituximab.
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61 — Baseline NF155 titer & mRS r=0.04; p=0.82 61 — Baseline NF155 titer & mRS r=0.41; p=0.004
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Figura 24: A. Correlacion entre los titulos absolutos de NF155 basales y la escala mRS.
B. Correlacion entre los titulos relativos de NF155 vy la escala mRS.

Las lineas representan la correlacién entre los titulos de NF155 y la escala mRS.
mRS: escala de Rankin modificada, NF155: neurofascina-155
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Figura 25: A. Correlacion entre los niveles de sNfL y la escala I-RODS en el momento de la analitica.
B. Correlacién entre los niveles de sNfL y los I-RODS maximos en el nadir.

Las lineas representan la correlacion entre los niveles de sNfL y los I-RODS; /-RODS: Rasch-built
Overall Disability Scale; sNfL: niveles de neurofilamentos de cadena ligera en suero.

5.2.7. Relacion entre los titulos de NF155, niveles de sNfL y respuesta al
tratamiento con rituximab: Cinética.

En los pacientes con CIDP anti-NF155+ tratados con rituximab en los que se disponia de
muestras de seguimiento en diferentes puntos temporales (n=7), los titulos de anticuerpos
disminuyeron durante el sequimiento. Esta disminucion fue significativa a los 3 meses de la
administracion de rituximab (disminucién media del 66.7%, figura 26). Al afio, se alcanzo

una reduccion media de los titulos del 98.6% en los pacientes tratados con rituximab.
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Figura 26: Estado clinico, titulos de anti-NF155 y niveles de sNfL tras
la induccion del tratamiento con rituximab: cinética.

Los puntos representan la mediana y los bigotes indican el rango intercuartilico. NF155: neurofascina-155;
mRS: escala de Rankin modificada; sNfL: niveles de neurofilamentos de cadena ligera en suero.

Si estratificamos a los pacientes seguin si han recibido rituximab solo (n=2) o plasmaféresis
y rituximab (n=5), no se observan diferencias en la reduccion del titulo de anti-NF155. En los
pacientes no tratados con rituximab con muestra de seguimiento al afio (n=6), no se observo
una disminucion significativa de los anticuerpos durante el seguimiento (dos pacientes tuvieron
una disminucién de los titulos de NF155, dos pacientes permanecieron estables y dos pacientes
aumentaron sus titulos de NF155) (figura 27). Los niveles de sNfL fueron claramente supe-
riores en los pacientes tratados con rituximab en comparacién con los pacientes no tratados con
rituximab (47.69pa/mL vs 14.43pag/mL, p=0.08, tabla 26), pero las diferencias no alcanzaron
significacion estadistica debido al bajo nimero de muestras disponibles. Los niveles de sNfL
disminuyeron al afio en los pacientes tratados con rituximab (mediana de 37.98pg/ml al inicio
vs 11.72pg/ml al afio, p=0.04). En los pacientes no tratados con rituximab, la mediana de los
niveles basales de sNfL fue normal y no se observaron cambios al afio (7.62pg/ml vs 6.95pg/m,
p=0.16). El estado clinico mejord al afio en ambos grupos, pero solo el grupo tratado con ritu-
ximab mejord significativamente (mediana de mRS 4 [3-4] al inicio vs 2 [1-2] al afio de sequi-
miento, p=0.004, en los pacientes tratados con rituximab y 3 [2-4] al inicio vs 2 [1-4] al afio,

p=0.25, en los pacientes no tratados con rituximab).

#5
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Figura 27: Respuesta al tratamiento con rituximab: Estado clinico, titulos de NF155 y niveles de sNfL.

La linea del centro representa el valor de la mediana vy los bigotes indican el rango intercuartilico.
/Vlg: inmunoglobulinas endovenosas; NF155: neurofascina-155; mRS: escala de Rankin modificada;
SNfL: niveles de neurofilamentos de cadena ligera en suero.
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En la presente tesis hemos estudiado la utilidad de los biomarcadores en las neuropa-
tias autoinmunes; principalmente los neurofilamentos de cadena ligera en suero (sNfL) en
el caso de los pacientes con SGB y de los titulos de neurofascina-155 vy los sNfL en los
pacientes con CIDP anti-NF155+, asi como su relacion con las caracteristicas clinicas de

ambas enfermedades, la gravedad clinica y su prondstico a largo plazo.

El primer estudio realizado en pacientes con SGB muestra que los niveles de sNfL se corre-
lacionan con diversas caracteristicas clinicas (gravedad clinica, variantes clinicas axonales
y SMF), epidemioldgicas (antecedente de diarrea) y electrofisiologicas (variantes axonales)
y que se asocian con los resultados clinicos independientemente de otras variables pronos-
ticas conocidas. Ademas, el estudio demuestra que los niveles de sNfL pueden utilizarse
para establecer diferentes puntos de corte que discriminan a los pacientes con riesgo de
desarrollar una discapacidad leve (incapacidad para correr) 0 moderada (capacidad para
caminar de forma independiente), asi como a los que se recuperan completamente (capa-
cidad para correr) al cabo de 1 afio. Como era de esperar, y debido a la naturaleza monofa-
sica del SGB y a la capacidad de los sNfL de detectar el dafio axonal activo, todos los

pacientes con niveles elevados de sNfL al inicio volvieron a niveles normales al afio.

Las caracteristicas basales de los pacientes con SGB y los valores prondsticos (capacidad de
caminar a los 6 meses y 1 afio) en nuestra cohorte son similares a otros estudios, y similares al

580 excepto por una mayor proporcion de pacientes

conjunto de datos globales del estudio IGO
con AMAN (12.2%) y de pacientes con SMF (10.2%). Esto podria ser un sesgo de seleccion

debido a la mayor gravedad de los pacientes con AMAN o la rareza de la variante SMF.

Encontramos una correlacion entre los niveles basales de sNfL y la gravedad de la enfer-
medad, de acuerdo con los hallazgos reportados previamente en otras neuropatias peri-
féricas; como la CIDP?8°, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth?®%282 (CMT) o la polineu-
ropatia amiloidosis familiar 22>284. Los niveles basales de sNfL en los pacientes con SGB

fueron mas altos que los niveles de sNfL reportados en otras neuropatias periféricas, pero
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existe una gran variabilidad entre ellos, que va desde niveles normales hasta niveles 100
veces superiores a los de los controles sanos. Esta variabilidad se explica en parte por las
diferentes variantes clinicas y de ECN: los niveles de sNfL son mas altos en las variantes
axonales (AMAN, AMSAN); pero otros factores, no considerados en este estudio, podrian
haber influido en la heterogeneidad de los niveles de sNfL (tratamiento utilizado, comorbili-
dades, regimenes de fisioterapia) y deberan ser evaluados en cohortes mas amplias. En este
primer estudio de pacientes con SGB no hemos evaluado el posible efecto del tratamiento
en los niveles de sNfL, ya que algunas de las muestras se recogieron después de iniciar el

tratamiento con Igev o plasmaféresis.

También encontramos niveles elevados de sNfL en pacientes con SMF a pesar de su prondstico
benigno (el 87.5% pudo correr a los 6 meses y su mediana de I-RODS fue de 48). Cuando anali-
zamos los ECN de los pacientes con SMF encontramos cinco pacientes con un ECN normal, cuatro
pacientes con un ECN equivoco vy un paciente con AMSAN, clasificado como un SMF-overigp. El
mecanismo subyacente implicado en la elevacion de los sNfL en los pacientes con SMF a pesar
de que las alteraciones electrofisioldgicas de los nervios periféricos no son destacables no esta
claro: una posible explicacién podria ser que el dafio en las raices nerviosas preganglionares (difi-
ciles de evaluar con la electrofisiologia rutinaria) o en cerebelo estén produciendo este aumento

de los sNfL en lugar del dafio de los nervios periféricos %6108

, pero se necesitan cohortes mas
grandes de pacientes con SMF (incluyendo la evaluacion del LCR), ya que un sesgo no aparente

podria estar impulsando estos resultados inesperados.

Estudios mas pequefios han estudiado previamente los niveles de NfL en suero vy
LCR?67:268.277-279 y algunos de ellos encontraron una asociacion entre ellos y la gravedad
clinica o el prondstico a corto plazo?®>. Sin embargo, nosotros proporcionamos el primer
gran estudio prospectivo que evalla la relacion entre los niveles de sNfL (analizados con
SiMoA), las caracteristicas del SGB y su pronostico a largo plazo. Encontramos una clara

relacion entre la sNfL y el prondstico: unos niveles de sNfL basales elevados se asociaron

con la incapacidad para correr y con las puntuaciones I-RODS a 1 afio en un modelo de



DISCUSION ## 6

regresion logistica y lineal multiple, ajustado por factores prondsticos conocidos. También
nos propusimos establecer puntos de corte para predecir resultados clinicamente rele-
vantes con alta especificidad. Estos tres puntos de corte nos permitieron predecir en nuestra
muestra que (1) un paciente con sNfL basales >319 pg/ml no va a ser capaz de caminar de
forma independiente a 1 afio con casi un 90% de especificidad; (2) un paciente con sNfL
basales >248pg/ml no va a ser capaz de correr a 1 afio con un 94.2% de especificidad; y
(3) un paciente con sNfL basales <34pg/ml va a ser capaz de correr a 1 afio con un 82.1% de
especificidad. Teniendo en cuenta que la mayoria de los pacientes con SGB van a caminar de
forma independiente al afio de todos modos, el reconocimiento temprano de los pacientes
con mal prondstico, asi como aquellos con prondstico excelente podria ayudar a los médicos
a quiar las opciones de tratamiento en el futuro y proporcionar una mejor informacion de

pronostico para los pacientes en la fase de recuperacion.

En nuestro estudio hemos realizado todos los analisis utilizando los niveles de sNfL basales.
Sin embargo, los niveles de sNfL pueden aumentar durante el ingreso hospitalario y es
posible que los niveles de sNfL medidos en la primera o segunda semana fueran mas
altos>'9 y capaces de predecir mejor el pronéstico a largo plazo. Sin embargo, realizamos
los niveles de sNfL al inicio porque nuestro objetivo fue evaluar la capacidad predictiva de
los sNfL cuando el paciente ingresa, para hacer inferencias prondésticas e informar de las

opciones terapéuticas y de cuidado lo antes posible.

En la actualidad, la determinacién de los sNfL no esta disponible en la practica clinica diaria
(aunque cada vez estan mas disponibles para las pruebas de rutina en las enfermedades
neurodegenerativas), pero la incorporacion de los niveles de sNfL en los modelos de pronds-

tico existentes para el SGB'60.161.176

podria ser una opcion para mejorar la prediccion del
pronostico del SGB en el futuro. Nuestro estudio proporciona uno de los mayores estudios
de prondstico en el SGB; aun asi, se deben realizar estudios mas amplios para confirmar
nuestros hallazgos y establecer puntos de corte de sNfL optimizados para los endpoints

clinicamente relevantes en poblaciones mas diversas.

121



6 »= DISCUSION

122

A diferencia de otras enfermedades, como la esclerosis multiple®®, las diferencias en los
niveles de NfL entre los pacientes con SGB vy los controles sanos, son relativamente menores
en el LCR que en el suero. Estos resultados son sorprendentes, ya que la afectacion de las
raices nerviosas (detectada por imagenes de resonancia magneética o estudios neurofisiolo-
gicos) es prominente en el SGB. La respuesta inmunitaria en el SGB también se dirige a los
nervios periféricos y la cantidad de axones afectados puede ser mucho mayor en la peri-
feria. Ademas, algunos autores proponen que la inflamacion de la raiz preforaminal puede
dar lugar a un menor dafio axonal que en las raices postforaminales, ya que la ausencia de
epi-perineurio permite una mayor distension del tejido en los segmentos nerviosos intrate-
cales'*1%> Sin embargo, debido al bajo niimero de pacientes en los que hemos determi-

nado los niveles de NfL en LCR, estas son hipdtesis que deben interpretarse con precaucion.

Una cuestién importante en el SGB y otras neuropatias autoinmunes es la falta de biomarca-
dores que puedan utilizarse como marcadores sustitutivos de la actividad de la enfermedad
y como endpoints secundarios en los ensayos clinicos. Los ensayos clinicos en neuropatias
inflamatarias, entre las que se incluye el SGB, suelen utilizar escalas clinicas como criterios
de valoracion primarios y secundarios. Ademas, el endpoint primario clasico (capacidad de
caminar sin ayuda a los 6 meses) puede no ser lo suficientemente sensible para detectar el
efecto del tratamiento en los ensayos de SGB'®Y. La relacién de los sNfL con la gravedad de
la enfermedad, el dafio axonal y el prondstico sugieren que los niveles de sNfL podrian ser
un predictor informativo del efecto del tratamiento en la practica clinica y en los ensayos

clinicos, como ocurre en otras enfermedades, como la esclerosis multiple .

Una de las limitaciones de nuestro estudio es la falta de criterios de exclusion en el estudio
IGOS: todos los pacientes con SGB estan incluidos en el estudio y no se registraron datos
sobre enfermedades neurologicas previas que influyeran en los niveles de NfL o en los
resultados clinicos. En nuestra muestra, siete pacientes incluidos tienen comorbilidades que
afectan a la movilidad, pero no excluimos a esos pacientes de los analisis multivariables

con tal de sequir de una forma estricta los criterios de inclusion y exclusion del estudio
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IGOS. Otro punto para estudiar seria el tiempo de recuperacion de los pacientes con niveles
de sNfL altos frente a los pacientes con niveles bajos. Para evaluar esto, seria necesario
realizar visitas mas frecuentes o autorregistradas informando sobre los resultados rele-
vantes, ya que en el estudio no habia visitas programadas entre los puntos de tiempo de
26 y 52 semanas. Ademas, es importante recalcar que los puntos de corte que estable-
cemos para los endpoints clinicamente relevantes solo son validos para nuestra muestra
de pacientes. Estudios futuros mas amplios, con muestreos repetidos, y que aborden la
dinamica de los niveles de sNfL a corto plazo podrian estudiar la relacién de los niveles de
sNfL con la respuesta al tratamiento, y establecer mejores puntos temporales para analizar
los sNfL con fines prondsticos, asi como puntos de corte mas representativos. Sin embargo,
nuestro estudio proporciona la prueba de concepto para apoyar el uso de los puntos de

corte de sNfL como predictores pronosticos en el SGB en el futuro.

En resumen, nuestro estudio en pacientes con SGB demuestra que los sNfL se correla-
cionan con la gravedad de la enfermedad y el dafio axonal y que podrian utilizarse como un

biomarcador prondéstico informativo en los pacientes con SGB.

El sequndo estudio realizado en pacientes con CIDP con anticuerpos anti-neurofascina-155
(CIDP anti-NF155+) describe las caracteristicas clinicas, inmunoldgicas, de biomarcadores,
de respuesta al tratamiento y de prondstico de la mayor cohorte de CIDP anti-NF155+

publicada hasta ahora.

Nuestro estudio corrobora que los pacientes con CIDP anti-NF155+ tienen un fenotipo clinico
especifico con debilidad distal, temblor y ataxia y detalla sus caracteristicas inmunoldgicas,
confirmando que, al contrario de lo que ocurre con otros anticuerpos nodo/paranodales®*%***, los
anticuerpos anti-NF155 aparecen casi exclusivamente como isotipo 1gG4 vy que se asocian fuer-
temente con el HLA-DRB1*15. Ademas, el estudio describe que los niveles de sNfL en pacientes

con CIDP anti-NF155+ son mas elevados que en los controles sanos y que tanto los niveles de

sNfL como los titulos de autoanticuerpos son biomarcadores Utiles para monitorizar la actividad
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de la enfermedad vy el dafio axonal en pacientes con CIDP anti-NF155+. Por Ultimo, nuestro
estudio muestra que los pacientes con CIDP anti-NF155+ responden con menor frecuencia y de
forma parcial a las Igev y a los corticosteroides, y apoya el uso de rituximab, especialmente en

aquellos pacientes resistentes a las terapias convencionales.

Las caracteristicas clinicas de nuestra cohorte de pacientes con CIDP anti-NF155+ son simi-

lares a las descritas anteriormente °1239.241.314

, incluyendo la debilidad distal predominante,
el temblor incapacitante, la ataxia sensorial y la mala respuesta a las Igev. Nuestra cohorte
también confirma que los pacientes con CIDP anti-NF155+ tienden a ser mas jovenes que
los pacientes con CIDP seronegativas > (incluyendo 12 pacientes menores de 30 afios).
Ademas, el curso clinico predominante en nuestra cohorte fue crénico (>2 meses, 67.5%)
pero 13 pacientes tuvieron un inicio agudo (5%) o subagudo (27.5%). El porcentaje de ataxia
y temblor en nuestra serie es mayor que en otras series publicadas y concuerda con nues-
tras descripciones originales en un entorno mas amplio y multicéntrico?*?*. El 30% de
los pacientes tenian afectacién de los pares craneales, siendo la paralisis facial bilateral la
mas frecuente. Los pacientes con afectacion facial bilateral tuvieron una gravedad clinica
mayor que aquellos que no la presentaron. Curiosamente, dos pacientes de origen asiatico
presentaron una afectacion bilateral del nervio ¢ptico con RM cerebral y medular normales.
Se han descrito anticuerpos anti-NF155 en pacientes con desmielinizacion central y peri-
férica combinada en Japén?#63'°. La combinacién de desmielinizacion central y periférica
en pacientes con anticuerpos anti-NF155 parece ser menos frecuente en pacientes no
asiaticos“*31% pero estos 2 pacientes apoyan un riesgo dependiente de la ascendencia
para la aparicién de rasgos desmielinizantes centrales. Por ultimo, todos nuestros pacientes
presentaron una disociacion albumina-citolégica con un nivel elevado de proteinas en el
LCR, como se ha descrito previamente?**3!4. Algunos de los rasgos clinicos y epidemio-
logicos frecuentes y caracteristicos descritos (edad joven, temblor, afectacién distal, mala
respuesta a las terapias convencionales) pueden ser Utiles para seleccionar a los pacientes

candidatos a testar los anticuerpos anti-NF155 en el contexto de un paciente que cumpla

los criterios diagnosticos de CIDP.
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Las descripciones y revisiones sistematicas anteriores han sugerido que los pacientes
con CIDP anti-NF155+ no responden a Igev o responden de forma subéptima?424>317,
Nuestro estudio lo confirma y muestra que la mayoria de los pacientes responden a
rituximab incluso cuando son refractarios al tratamiento con Igev y a corticosteroides.
Mas del 50% de los pacientes de nuestra cohorte fueron tratados con rituximab tras
una mala respuesta a otras terapias; y mas del 75% tuvieron una buena respuesta
clinica. La mejoria clinica reportada por sus neurdlogos tras el tratamiento con ritu-
ximab concuerda con las puntuaciones en la escala mRS de seguimiento, que muestran
que la mayoria de los pacientes mejoraron al menos un punto (82.6%), y una propor-
cion significativa (56.5%) mejord 2 o mas puntos, a pesar de ser resistentes a otras
terapias. Ademas, es importante recalcar que a pesar de que los pacientes tratados
con rituximab presentaban niveles de discapacidad y sNfL significativamente mayores,
su pronostico final no difirié del de los pacientes que respondieron a las terapias de
primera linea. Aproximadamente el 50% de los pacientes tratados con rituximab fueron
tratados previamente con plasmaféresis, pero nuestro estudio no mostro diferencias
en la respuesta al tratamiento, recaidas o la necesidad de reinfusiones entre ambos
grupos. Sin embargo, deben realizarse estudios prospectivos mas amplios para aclarar
si el tratamiento combinado con plasmaféresis inicial y rituximab posterior puede inducir

una respuesta mas rapida que el rituximab solo.

Como los anticuerpos anti-NF155 son patogénicos segtin modelos in vitro e in vivo>®, una de
nuestras hipotesis fue que sus titulos deberian correlacionarse con la gravedad de la enfer-
medad. En nuestro estudio encontramos que los titulos de anticuerpos IgG4 anti-NF155
se correlacionan con el estado clinico dentro del mismo paciente, pero no entre pacientes.
Esto es algo que se ha descrito en otras enfermedades autoinmunes IgG4 tratadas con ritu-
ximab, como la miastenia gravis anti-MUSK>'8319  Varios factores pueden explicar por qué
los titulos de autoanticuerpos no se correlacionan con la actividad clinica en los distintos
pacientes: la diversa afinidad de los autoanticuerpos por su antigeno diana y los sesgos deri-

vados de la naturaleza retrospectiva del estudio (diferentes puntos de tiempo, diferentes
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regimenes de tratamiento, incluida la plasmaféresis temprana, y diferentes gravedades y
edades basales) pueden ser los mas importantes. Sin embargo, nuestro estudio demuestra
que los titulos de anticuerpos anti-NF155 pueden ser un buen biomarcador de la actividad
de la enfermedad y de la respuesta al tratamiento cuando se evallan en pacientes indivi-

duales y se representan como cambios relativos a los niveles basales.

Ademas, hemos identificado anticuerpos IgG4 anti-NF155 en tres de los 4 pacientes con
muestras de LCR disponibles. La presencia de anticuerpos anti-NF155 en el LCR no se
habia descrito previamente. La presencia de estos autoanticuerpos en el LCR podria ayudar
a explicar las caracteristicas cerebelosas del temblor y la ataxia en los pacientes con CIDP
anti-NF155+, aunque se necesitan cohortes mas grandes que incluyan pacientes con y sin

temblor en los que se analice el LCR.

A pesar de que la NF155 se expresa en la célula de Schwann y de que los anticuerpos |gG4
no tienen la capacidad de activar la citotoxicidad celular o mediada por el complemento, los
niveles de sNfL fueron mayores en los pacientes con CIDP anti-NF155+ que en los controles
sanos. Recientemente se ha publicado un articulo que describe que los niveles de sNfL en
CIDP anti-NF155+ son mas elevados que en las CIDP seronegativas?®’. Esto, ademas de la
importante persistencia de la discapacidad residual, concuerda con la atrofia muscular distal
debida al dafio axonal secundario que presentan algunos de estos pacientes, y apoyaria el
uso de un tratamiento eficaz y temprano que pudiera prevenir la aparicion de este dafio.
De hecho, encontramos una correlacion entre los niveles basales de sNfL y la I-RODS en el
momento de la extraccion sanguinea, asi como con la maxima I-RODS alcanzada, lo que
indica que los niveles de sNfL son un buen biomarcador de la gravedad de la enfermedad,
tal y como se hemos descrito previamente con el SGB y otras neuropatias?®+?8*. Por otro
lado, encontramos una tendencia en la correlacion entre los niveles basales de sNfL y la
puntuacion I-RODS final, sin llegar a la significancia estadistica, en probable relacion a un
problema de potencia estadistica, que indica un potencial uso como biomarcador prondstico,

como ha sido demostrado recientemente en la CIDP seronegativa“®®. Ademas, los niveles



DISCUSION ## 6

de sNfL disminuyeron hasta alcanzar niveles normales tras el tratamiento con rituximab,
lo que sugiere que podrian utilizarse para identificar respuestas terapéuticas subdptimas y

monitorizar la respuesta al tratamiento o la aparicion de recaidas en estos pacientes.

Los loci del antigeno leucocitario humano (HLA) son el grupo de factores genéticos que se
ha asociado con mayor frecuencia a las enfermedades autoinmunes, incluyendo fuertes
asociaciones con otras enfermedades mediadas por IgG4249°29-322_ Estudios anteriores han
demostrado una fuerte asociacion entre un alelo especifico de clase Il, HLA-DRB1*15 (ya
sea 15:01 0 15:02) y los pacientes con CIDP anti-NF155+ 24243 Nuestro estudio muestra
una asociacién mas fuerte que la reportada previamente (91.3%), confirmando que este
alelo HLA es un factor de riesgo constitutivo que, asociado a factores ambientales desco-

nocidos, puede estar impulsando la aparicion de los autoanticuerpos anti-NF155.

Las principales limitaciones de este estudio se derivan del reducido nimero de pacientes y
de su caracter retrospectivo. Algunas de las correlaciones y asociaciones clinicas podrian ser
mas fuertes si se incluyera un mayor nimero de pacientes. Sin embargo, dado que la CIDP
anti-NF155+ representa, aproximadamente, el 5% de todos los pacientes con CIDP, con
cuarenta pacientes, nuestra cohorte proporciona la mayor cohorte en la que se ha realizado
un analisis integral clinico, de biomarcadores y de respuesta al tratamiento. Este estudio
proporciona informacion importante para la atencion clinica de estos pacientes y para el

disefio exitoso de futuros estudios de cohorte prospectivos de mayor tamafio.

En resumen, nuestro estudio confirma que la CIDP anti-NF155+ constituye un subgrupo
definido de pacientes con rasgos clinicos, epidemiologicos e inmunologicos caracteristicos,
que larespuesta a las Igev y a los corticosteroides suele ser pobre, mientras que el rituximab
es una terapia eficaz para la mayoria de los pacientes, y que los titulos de anticuerpos anti-
NF155 vy los niveles de sNfL podrian utilizarse en combinacion para monitorizar la actividad

clinica, el dafio axonal y la respuesta al tratamiento.
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Asi pues, los dos estudios reportados en la presente tesis demuestran que los biomarca-
dores son Utiles en el manejo clinico de los pacientes con neuropatias autoinmunes, ya sea
como biomarcadores de pronostico a largo plazo, como demuestra el estudio de sNfL en el
SGB, 0 como biomarcadores de actividad clinica y respuesta terapéutica, como demuestra el

estudio de sNfL v titulos de anticuerpos anti-NF155 en los pacientes con CIDP anti-NF155+.
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Los niveles de neurofilamentos de cadena ligera en suero (sNfL) se correlacionan
con la gravedad de la enfermedad y con el dafio axonal (variantes axonales) en

pacientes con SGB.

Los niveles de sNfL predicen la presencia de discapacidad residual a largo plazo en el

SGB, independientemente de otras variables prondésticas conocidas.

Los pacientes con CIDP anti-NF155+ constituyen un subgrupo de pacientes con un
fenotipo clinico e inmunoldgico especifico asociado a debilidad distal, ataxia y temblor.
El tratamiento con rituximab es una terapia efectiva para la mayoria de los pacientes
con CIDP anti-NF155+ que no responden a terapias de primera linea.

Los titulos de los anticuerpos anti-NF155 y los niveles de sNfL son buenos marcadores
de los componentes inmunolégicos y del dafio axonal de la enfermedad en la CIDP
anti-NF155+, por lo que pueden utilizarse en combinacion para la monitorizacion de la

actividad de la enfermedad y la evaluacion de la respuesta terapéutica.
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Nuestro estudio pone de manifiesto la utilidad de los niveles de sNfLL como biomarcador
pronoéstico a largo plazo en los pacientes con SGB vy la utilidad de los niveles de autoanti-
cuerpos anti-NF155 y de los sNfL en pacientes con CIDP anti-NF155 como biomarcadores

de actividad clinica y de respuesta terapéutica.

Los estudios futuros deben ir encaminados a estudiar la cinética de los sNfL en el SGB para
determinar en qué momento se produce el pico maximo de concentracién en suero y estu-
diar si existe un mejor punto temporal para predecir el prondstico a largo plazo. Ademas, se
deberia realizar un estudio de validacion con un nimero mayor de muestras representativas
con el objetivo de optimizar los puntos de corte para los endpoints clinicamente relevantes
establecidos en nuestra cohorte vy estudiar la posible inclusién de los sNfL en los modelos
pronosticos conocidos del SGB. Asimismo, la determinacion de los sNfL antes y durante el
tratamiento del SGB ayudaria a estudiar el efecto del tratamiento en los mismos y a valorar

su posible inclusion como biomarcador de respuesta terapéutica en ensayos clinicos de fase Il.

Porotro lado, en la CIDP anti-NF155 es necesario realizar un estudio prospectivo de pacientes
para evaluar la cinética de los sNfL y de los titulos anti-NF155, ya que nuestra cohorte de
pacientes es retrospectiva y el estudio tiene todas las limitaciones derivadas de ello. Pese
a esto, determinamos un potencial en los sNfL para determinar posibles respuestas tera-
péuticas subdptimas, asi como de los titulos de autoanticuerpos para realizar un correcto
seguimiento de actividad clinica de los pacientes. Asi pues, los sNfL en la CIDP pueden
tener un valor afiadido en la evaluacién de las recaidas y en la deteccién del wearing-off
del efecto de las Igev en las CIDP seronegativas. Otra cuestion sin resolver es si la plas-
maferesis afiadida al rituximab puede conseguir una mejoria clinica mas rapida que la del

rituximab solo.

Finalmente, seria de especial interés la descripcién de un biomarcador de dafio axonal espe-
cifico para el SNP, ya que los sNfL son un biomarcador muy sensible pero poco especifico, que

se pueden ver aumentados en muchas enfermedades neuroldgicas, asi como la descripcion
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de un marcador de dafio mielinico, con tal de ayudar a diferenciar las neuropatias axonales
de las desmielinizantes en aquellos casos en los que los estudios de conduccion nerviosa

no son totalmente esclarecedores.

Ademas, este estudio supone la prueba de concepto de la utilidad de los marcadores de
dafio axonal como marcadores prondsticos en enfermedades neurocinmunes monofasicas
y, por lo tanto, sugiere que aproximaciones similares podrian ayudar a realizar estudios de
biomarcadores en otras enfermedades neuroldgicas agudas en las que la toma de deci-
siones terapéuticas al inicio es importante y condicionan el pronostico. Esto podria ser asi
en el ambito de enfermedades neurolégicas no-inmunes como enfermedades infecciosas
(encefalitis viricas, meningitis), vasculares o tdxico-metabolicas, donde ya existe alguna
evidencia apoyando su utilidad, y en el caso de las enfermedades neuroinmunes agudas,
como las encefalitis autoinmunes, mielitis transversas o encefalomielitis agudas disemi-
nadas, en las que no existen aun estudios utilizando estas estrategias de monitorizacion.
Los pacientes con encefalitis o encefalomielitis autoinmunes presentan sintomas neuro-
l6gicos graves, precisando en muchos casos de intubacién orotraqueal, sedacion, venti-
lacion mecanica e ingreso en UCI. En estos casos, carecemos de marcadores evolutivos y
pronosticaos, y el sequimiento clinico y la exploracién neurologica no aportan informacion
que permita estimar el nivel de dafio neurolégico y modificar la terapia si es preciso. Por
este motivo, estudiar los niveles de sNfL en estos pacientes aportaria un nuevo biomarcador

para poder optimizar las decisiones terapéuticas en el momento agudo.
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