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RESUMEN

La miastenia gravis (MG) es una enfermedad autoinmune mediada por anticuerpos frente a
antigenos de la unién neuromuscular. Se caracteriza por una gran variabilidad clinica y
fisiopatologica lo que permite clasificar a los pacientes en diferentes subtipos en funcién del
tipo de anticuerpo, la patologia timica asociada, la edad de inicio y la distribuciéon de las
manifestaciones clinicas. Un conocimiento adecuado de cada uno de estos subtipos ayuda a
establecer un prondstico individualizado y estrategias terapéuticas adaptadas a cada paciente.
En torno a 10-15% de los pacientes con MG asocian timoma. La fisiopatologia y el prondstico
de este subtipo de la enfermedad ha sido poco estudiado con resultados discordantes. El
objetivo de esta tesis es estudiar los mecanismos fisiopatolégicos, las manifestaciones clinicas

y el prondstico en los pacientes con MG asociada a timoma.

En el primer articulo de esta tesis nos propusimos estudiar el papel del CTTLA4 en el origen de
la autoinmunidad en los pacientes con MG asociada a timoma. CTLA4 es un receptor
expresado en la superficie de los linfocitos T reguladores (Treg) implicado en el control de la
autoinmunidad. Polimorfismos en el gen CTI.44 se han relacionado con el desarrollo de MG
en la poblacién general y especificamente en pacientes con timoma. Se desconoce si estos
polimorfismos tienen un efecto sobre la expresion de CTLLA4 a nivel timico. Con el objetivo
de aclarar este punto realizamos un estudio retrospectivo incluyendo a todos los pacientes con
timoma intervenido en nuestro centro entre enero de 2010 y diciembre de 2020. Incluimos 10
muestras control de timos normales. Determinamos la cantidad de células CTLA4 positivas
en las muestras de timoma preservadas en parafina mediante inmunohistoquimica. También
contamos el numero de células BCL6 positivas (linfocitos de los centros germinales) y CDD4-
FOXP3 (linfocitos T reguladores). Estudiamos la relacion entre expresion de CTLA4 y la
probabilidad de desarrollar MG, asi como con la gravedad y respuesta a tratamiento de esta.
Secuenciamos el gen CTLA4 y determinamos la relacion entre los polimorfismos encontrados,

la expresion de CTLA4 y el riesgo de desarrollar MG.

En este estudio se incluyeron las muestras de 41 pacientes con timoma. 23 (56,1%) asociaban
MG. Los pacientes con MG presentaron menos células CTLA4 positivas que los pacientes
con timoma sin MG: 69,3 cel./mm2 (IC 95%: 39,6-99,1) vs 674,4 cel./mm2 (IC 95%: 276,0—
1024,0), p=0,001 y que los controles (200.74 [IC95%: 57.9-343.6] cel./mm2; p = 0.02). No
encontramos diferencias significativas en el numero de linfocitos de centros germinales ni T
reguladores entre pacientes con y sin MG. Tampoco encontramos asociaciéon entre la

expresion de CTLA4 y la gravedad o la respuesta a tratamiento de la MG. Encontramos dos
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polimorfismos en el gen CTI.A44 en los pacientes con timoma. Uno de ellos (rs231775) se
relacioné con una expresion menor de CTLA4 en el timo y con un riesgo aumentado de MG,
aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. En conclusion, en los
pacientes con timoma una expresion menor de CTLA4 en el timo parece predisponer al
desarrollo de MG. Esta expresion podria tener una base genética, aunque harfan falta estudios

con un mayor nimero de muestras para poder confirmarlo.

En el segundo estudio nos propusimos estudiar las caracteristicas clinicas y pronodsticas de los
pacientes con MG asociada a timoma. Para ello utilizamos el Registro Espafiol de
Enfermedades Neuromusculares. Incluimos todos los pacientes de mas de 18 afios con
diagnéstico de MGy anticuerpos positivos para el receptor de acetilcolina (RACh).
Comparamos diferentes variables clinicas entre pacientes con y sin timoma y analizamos si la
recidiva del timoma o la presencia de lesiones no resecables influyen en el pronéstico de la

MG.

Incluimos a 964 pacientes con MG. 148 (15,4%) asociaron timoma. El tiempo de seguimiento
medio fue de 4,6 afos. En comparacién con los pacientes sin timoma, los pacientes con
timoma iniciaron la enfermedad a edad mas precoz (52,0 vs. 60,4 afios; p < 0.001), tuvieron
sintomas mas graves al inicio de la enfermedad segin la escala Myasthenia Gravis Foundation
of America MGFA) (OR:1,6; IC 95%: 1.15-2.21 p=0,005), asi como a lo largo y al final del
seguimiento. En este grupo encontramos ademas mayor tasa de farmacorresistencia (OR:2,28;
1C95%: 1.43-3.63; p=0,001) y de mortalidad (HR: 2,46; IC95%: 1.47—4.14 p=0,001). De los
27 pacientes que tuvieron una recidiva del timoma esta coincidié con un empeoramiento de
los sintomas miasténicos en 13. 12 de los 15 pacientes con lesiones tumorales no resecables
presentaron un mal control de los sintomas miasténicos. En conclusion, los pacientes con MG
asociada a timoma presentan formas mas graves de la enfermedad y peor prondstico a largo

plazo.

La MG asociada a timoma es por lo tanto un subtipo con caracteristicas fisiopatologicas y
clinicas especificas. Un conocimiento detallado de sus peculiaridades permite un abordaje

individualizado de cada paciente, asi como el desarrollo de terapias especificas.
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ABSTRACT

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease mediated by antibodies against antigens of
the neuromuscular junction. Differences in clinical presentation, age at onset, autoantibody
profile, and coexisting thymic pathology allow identification of different MG clinical subtypes.
Appropiate knowledge of these subtypes helps to establish an individualized prognosis and
patient-based therapeutic strategies. Up to 10%-15% of patients with MG have a thymoma.
The exact mechanisms triggering and perpetuating the intra-thymic autoimmune response to
AChR in patients with thymoma associated myasthenia gravis (TAMG) are still not fully
understood. Several small studies have analyzed the clinical characteristics and prognosis of
TAMG patients, but results have been inconsistent. The aim of this was to investigate the
pathophysiological mechanisms, clinical manifestations, and prognosis of patients with

TAMG.

In the first paper, we studied the role of CTLA4 in triggering autoimmunity in patients with
thymoma. CTLA4 is a receptor expressed on the surface of regulatory T cells involved in
controlling autoimmunity. Polymorphisms in the CTI..44 gene have been associated with MG
in the general population and specifically in patients with thymoma but it is unknown whether
these polymorphisms are related to abnormal thymic CTLA4 expression. We conducted a
retrospective study of all patients surgically treated for thymoma between January 2010 and
December 2020, with and without MG. We obtained ten samples from normal thymuses as
controls. We determined the number of CTLA4-positive cells, follicular activated
lymphocytes, and regulatory T cells in paraffin-embedded thymoma samples. We evaluated
the association between thymic expression of CTLA4 and the development of MG, as well as
its severity and response to treatment. We also sequenced the CTI.A44 gene and evaluated
possible associations between polymorphisms, thymic CTLA4 expression and the risk of

developing MG.

Our study included 41 patients with thymoma, of which 23 had comorbid MG (56.1%).
Patients with MG had fewer CTLA4-positive cells in the thymoma than non-MG patients:
69.3 (95%CL: 39.6-99.1) vs 674.4 (95%CI: 276.0-1,024.0) cells/mm?2; p = 0.001 and vs
controls (200.74 [57.9-343.6] cells/mm?2; p = 0.02). No between-group differences (MG vs
non-MG) were observed in the number follicular activated lymphocytes or T regulatory cells.
CTLA4 expression was not associated with differences in MG outcome or treatment
refractoriness. Two polymorphisms were detected in the CTT.44 gene and, although MG was

present in a similar proportion of patients for all genotypes, a nonsignificant trend toward a
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lower CTLA4-positive cell count and a higher risk of developing MG was observed among
carriers of the rs231775 polymorphism. In conclusion, a lower expression of CTLA4 in the
thymus of patients with thymoma seems to predispose to the development of MG, and this

expression could have a genetic basis, although larger studies are needed to confirm it.

In the second study we analyzed the clinical and prognostic characteristics of patients with
TAMG. We included all patients over 18 years of age diagnosed with MG and positive anti-
acetylcholine receptor antibodies from the Spanish Registry of Neuromuscular Diseases. We
compared clinical data between thymomatous and nonthymomatous patients. The prognosis

of patients with recurrent or nonresectable thymomas was also assessed.

A total of 964 anti-AChR positive myasthenic patients were included, with 148 (15.4%) having
a thymoma. The median follow-up time was 4.6 years. TAMG patients had a younger age at
symptoms onset (52.0 vs. 60.4 years, p < 0.001), and more severe clinical forms according to
the Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA) scale (OR: 1.6, 95% CI: 1.15-2.21, p
= 0.005) both at onset and during follow-up. Treatment refractoriness and mortality were also
higher (OR: 2.28, 95%CI: 1.43-3.63, p = 0.001; HR: 2.46, 95% CI: 1.47-4.14, p = 0.001).
Myasthenic symptoms worsened in 13 of 27 patients with recurrences, while 13 out of 15
patients with nonresectable thymomas had severe, treatment-refractory MG symptoms. In
conclusion, patients With TAMG had more severe myasthenic symptoms and worse

prognosis.

TAMG represents a disease subtype with specific pathophysiological and clinical
characteristics. A detailed understanding of its specificities allows for an individualized

approach and the development of specific therapies.
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1.1 DEFINICION DE MIASTENIA GRAVIS

La miastenia gravis es una enfermedad autoinmune producida por autoanticuerpos
contra proteinas postsinapticas de la unién neuromuscular. Se manifiesta con debilidad y

fatigabilidad muscular.

1.2 HISTORIA

La primera descripcién de un paciente con sintomas compatibles con miastenia gravis
fue realizada en 1672 por Thomas Willis en De _Anima Brutorum en la que se menciona a una
mujer con “debilidad muscular fluctuante no solo en los miembros sino también en la lengua".
Posteriormente se describen nuevos casos similares. Fue en 1895 cuando Friedrich Jolly
introduce por primera vez el término miastenia gravis pseudoparalitica para referirse a esta

patologia'.

Inicialmente el unico tratamiento que podia ofrecerse a estos pacientes era el reposo.
No fue hasta 1934 cuando se hall6 el primer tratamiento farmacolégico eficaz. Debido a la
analogia existente entre los sintomas miasténicos y la intoxicacién por curare se probo el
antidoto de este ultimo, la fisostigmina, un inhibidor de la acetilcolinesterasa con el que se
objetivé una desaparicion transitotia de todos los sintomas®. Esto supuso no soélo la
disponibilidad de un grupo de farmacos eficaces que contintian siendo ampliamente utilizados
en la actualidad si no una evidencia clara de que el origen de la enfermedad se debfa a una
disfuncién a nivel de la uniéon neuromuscular y de que en esta disfuncién estaba probablemente

implicada la acetilcolina.

Fue afios mas tarde en la década de los 60 cuando se postuld el origen autoinmune de
la enfermedad tras varios experimentos en los que se observo fijaciéon de inmunoglobulinas
presentes en el suero de los pacientes en la superficie de las fibras musculares’. Esto detivé en
la utilizacién exitosa de corticosteroides y otros inmunosupresores que contindan siendo la
base del tratamiento de la MG hoy en dfa. La demostracion de la existencia de anticuerpos
con afinidad por las mismas regiones que la bungarotoxina® en gran parte de los pacientes con
MG fue clave para el descubrimiento de la diana de los anticuerpos mas frecuentes en la
enfermedad: el receptor de acetilcolina (RACh).” La patogenicidad de los anticuerpos anti-
RACh fue posteriormente confirmada mediante estudios de inoculaciéon en animales.’
Aproximadamente un 20% de los pacientes con miastenia gravis no presentan anticuerpos

anti-RACh. En 2001, Hoch et al. describieron una nueva diana antigénica ante la cual el 70%
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de pacientes miasténicos sin anticuerpos contra el receptor de acetilcolina producifan

anticuerpos: el receptor tirosina kinasa musculo especifico (MuSK).’

La relaciéon entre miastenia gravis y timo se constaté de forma precoz tras la
descripcion de la enfermedad al analizar autopsias de pacientes y encontrarse frecuentemente
tumores en esta localizacion. En 1913 se realiz6 la primera timectomia a un paciente con MG.
Esta se realiz6 sin intencidén terapéutica como parte de una tiroidectomia por un
hipertiroidismo concomitante. Para sorpresa de sus médicos el paciente mejord
considerablemente de sus sintomas miasténicos.” A pesar de este hallazgo que fue replicado
en posteriores observaciones, los problemas técnicos y las complicaciones que comportaba la
toracotomia asi como la falta de homogeneidad o de calidad en los estudios han hecho que la

eficacia de la timectomia no haya podido ser demostrada hasta muy recientemente’.

1.3 FISIOPATOLOGIA

1.3.1 La union neuromuscular

La unién neuromuscular (UNM) es una sinapsis especializada en transmitir una sefal
eléctrica desde la terminal nerviosa de la motoneurona hasta la fibra muscular lo que da lugar

a la contraccién muscular. La unién neuromuscular se compone de 3 elementos principales:

- La porcién presinaptica: compuesta por la porcion terminal del nervio motor que forma un
boton sobre la superficie de la fibra muscular. Dentro de ella se encuentran las vesiculas de
acetilcolina (ACh). Cuando un potencial de accién llega a la terminal nerviosa se produce la
activacion de los canales de calcio voltaje-dependientes con la consiguiente entrada de calcio
al interior de la neurona. Esto produce la fusiéon de las vesiculas de acetilcolina con la

membrana celular y la liberacion de esta al exterior.

-La hendidura sinaptica: es el espacio existente entre la terminal nerviosa y la fibra muscular al
cual se libera la acetilcolina. Contiene la enzima acetilcolinesterasa que hidroliza la acetilcolina

produciendo la terminacién de la sefial.

-La porcién postsinaptica: es una region especializada de la superficie de la fibra muscular. Se
organiza formando pliegues enfrentados a la terminal nerviosa. En ella encontramos los
receptores de acetilcolina nicotinicos. Estos receptores forman canales transmembrana que

tras la union de la acetilcolina sufren un cambio conformacional que permite su apertura y la
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consiguiente entrada de sodio al interior de la fibra muscular. Esta entrada es la que

desencadena los diferentes procesos que llevan a la contraccién muscular.

Para mantener la funcionalidad de la UNM es necesario que exista una alta densidad
de receptores de acetilcolina a nivel de la membrana postsinaptica. Diferentes proteinas
expresadas a nivel pre y post-sinaptico se encargan de mantener la agregaciéon de los RACh.
La agrina, un componente de la lamina basal secretado por la terminal nerviosa se une a la
proteina de la membrana muscular postsinaptica LRP4 produciendo su interaccién con la
kinasa especifica muscular (MuSK) otra proteina de la membrana postsinaptica. Esta
interaccion es necesaria para la activacion de MuSK y su posterior uniéon a Dok7 formando un
complejo capaz de activar una cascada de sefializacion intracelular que desemboca en la
fosforilaciéon de los RACh. Esta fosforilaciéon permite la unién de la rapsina que facilita la

conformacion de agregados de RACh.

R o e

Synaptic vesiclé‘o

=3 Qg
MOTOR NEURON )

'3

Inhibition improves Ay =

=== symptoms of sm Y

myasthenia gravis
J

Fig. 1: Estructura esquematica de la unién neuromuscular. Extraido de Gilhus
et al”.

1.3.2 Autoanticuerpos

La miastenia gravis es una enfermedad mediada por anticuerpos. El 80% de los pacientes
presenta anticuerpos anti-RACh. Estos son del tipo IgG1 e IgG3 y actian a nivel postsinaptico
mediante 3 mecanismos principales (ver Fig. 2): 1) activaciéon del complemento con lisis y

lesion estructural de la UNM, 2) cross-linking de los RACh produciendo internalizacién y
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degradacion de estos, 3) bloqueo funcional de los RACh." No existe una clara correlacion

entre los titulos de anticuerpos anti-RACh y la gravedad o pronéstico de la enfermedad."

A Complement binding and activation at the NM.J

Nerve

Synaptic vesicle

i#—C1complex * *
lgaﬁg AChR Activation of the
E= o e

\ complement cascade
=, ™ leads to formation
e of the MAG
‘

? L Destruction of the morphology
i of the muscle membrane
L

Muscle
membrane

B Antigenic modulation C Functional AChR block

.
AutoAb to . . Atﬂ[)c?]% o * .
ACth . —A

o AChR i
. ";— crosslinking -
e ; i ——AChR

4 internalization

——AChR
degradation

Muscle
No muscle activation activation

Fig. 2: Mecanismos de accién de los anticuerpos anti-RACh. Extraido de Conti-
Fine et al."” La unién del anticuerpo al AChR activa la cascada del complemento,
lo que resulta en la formacién del complejo de ataque a la membrana (MAC) y la
destruccion localizada de la membrana postsinaptica de la UNM con pérdida de
los pliegues necesarios para su funcién. (B) El anticuerpo se fija a dos receptores
de ACh lo que provoca la endocitosis de estos y su degradacion. (C) La union de
los anticuerpos al sitio de unién de ACh del RACh provoca un bloqueo funcional
al interferir con la unién de ACh.

El 5% de los pacientes con MG generalizada presenta anticuerpos anti-MuSK. Estos
son de clase IgG4 no teniendo capacidad de activar el complemento. Se unen a MuSK en la
zona de interacciéon con LRP4 impidiendo la interacciéon de estas dos proteinas lo que
interrumpe la cascada de activaciéon necesaria para la agregacion de los RACh en la uniéon

neuromuscular.”

En torno a un 15% de las MG generalizadas y un 50% de las oculares no presentan
anticuerpos anti-RACh ni anti-MuSK. Este tipo de MG se denomina seronegativa. Estos

pacientes presentan anticuerpos frente a otros antigenos extra o intracelulares de region
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postinaptica de la unién neuromuscular o bien frente a antigenos no identificados hasta la

fecha.

-Anticuerpos antiL.RP4: LRP4 es una proteina transmembrana que se une a la agrina liberada

por la terminal nerviosa iniciando la via de sefializacién mediada por MuSK que promueve la
agregacion de los anticuerpos anti-RACh. La prevalencia de estos autoanticuerpos difiere de
forma importante entre estudios con valores que oscilan entre 0.8 y 45% de los pacientes con
MG vy se asocia a sintomas mas graves que el resto de pacientes con MG seronegativa.” Su

patogenicidad ha sido demostrada en estudios animales."

-Anticuerpos anticortactin: fueron descritos en 2014 por nuestro grupo."” Cortactin es una
proteina intracelular implicada en la via de sefializacién agrina/LRP4/MuSK que promueve la
agregacion de los anticuerpos anti-RACh. El 19,7% de los pacientes con MG seronegativa, el
4,8% de las seropositivas, el 12,5% de los pacientes con otras enfermedades autoinmunes y el
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5,2% de los controles sanos presenta anticuerpos anticortactin.”” Los pacientes con MG

asoclada a anticuerpos anti-cortactin tienen un fenotipo ocular o generalizado leve sin sintomas

bulbares."”

-Anticuerpos anti-musculo estriado: dirigidos fundamentalmente contra la titina y el receptor

de rianodina, ambas proteinas intracelulares expresadas a nivel muscular. No tienen caracter
patogénico pero su presencia se asocia con timoma, edad de inicio tardio y con un peor

pronostico de la enfermedad, suelen presentarse junto con ac anti-RACh."

-Otros anticuerpos que se han relacionado con la MG son anti-Kv1.4", anti-ColQ” y anti-

agrina.” Su papel patégeno no se ha aclarado hasta el momento, asi como tampoco se han
relacionado con un cuadro clinico especifico. Por ello su utilidad en el diagnéstico de la

enfermedad es discutido requiriéndose la realizacion de mas estudios.”

1.3.4 Patogénesis

Se considera a la MG como paradigma de las enfermedades mediadas por anticuerpos debido
a la extensa caracterizacion de los principales autoanticuerpos y antigenos diana que
intervienen en la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos que desencadenan la produccion

de estos autoanticuerpos son poco conocidos.
-Factores inmunolégicos

Los diferentes anticuerpos causantes de la enfermedad son producidos por un grupo reducido

de clones de células B autorreactivas. Estos clones se generan y proliferan debido a una
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desregulacion en los mecanismos de control de los linfocitos B, ya sea por una seleccion
positiva excesiva o por un defecto en los mecanismos de seleccion negativa. Tanto en la
seleccion positiva como negativa de las células B los linfocitos T CD4+ desempefian un papel
fundamental. Se distinguen dos subpoblaciones principales de linfocitos T CD4+: los CD4+
efectores (Teff) que activan la respuesta inmunitaria y los CD4+ reguladores (Treg) que tienen
un papel inhibidor o inmunomodulador. En situaciones normales las células Teff
autorreactivas que escapan a los mecanismos de autotolerancia son inhibidas por los linfocitos

Treg. Estos ultimos se identifican por la expresion del factor de transcripcion FOXP3.

Se postula que la MG podria deberse a un desequilibrio entre la accién de las células Teff y
Treg. Diversos estudios muestran un aumento de varios subtipos de linfocitos T CD4+

' en los pacientes con MG asociada a anticuerpos anti-RACh. La

efectores circulantes™
mayoria de los estudios no detecta diferencias en cuanto a nimero absoluto ni relativo de
Tregs en sangre periférica ni en el timo de pacientes con y sin MG. Sin embargo, si se ha
objetivado la existencia de defectos funcionales en los Treg tanto timicos como circulantes de
los pacientes con MG* con una menor capacidad de supresién de los linfocitos Teff in
vitro.”  Se desconoce si esta disfuncién es un factor preexistente que desencadena la

autoinmunidad o bien es un epifenémeno que se produce dentro del contexto inflamatorio de

la enfermedad.
-Patologia timica

El timo es un 6rgano linfoide primario que juega un papel esencial en la maduracién de los
linfocitos T. Esta compuesto por dos tipos celulares principales: células epiteliales y linfocitos
en proceso de maduracion. Se organiza en dos regiones funcionales diferentes: la corteza y la
médula. Los linfocitos T inmaduros procedentes de la médula 6sea penetran en la corteza
timica donde comienzan a reordenar sus receptores T para generar receptores especificos para
multiples antigenos. Cada linfocito T con su receptor T especifico debe pasar una serie de
puntos de control en el timo antes de convertirse en un linfocito maduro. Estos procesos de
control estan mediados por las células timicas epiteliales que funcionan como células
presentadoras de antigeno mediante el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). El
primer control tiene lugar en la corteza y consiste en la seleccion positiva de linfocitos T. Sélo
los linfocitos que son capaces de reconocer al antigeno unido al MHC son seleccionados. En
un segundo tiempo, los linfocitos migran hacia la regién medular donde se produce la seleccion
negativa que consiste en la eliminaciéon de los linfocitos T autorreactivos. Finalmente, estos

linfocitos pasan a la circulacion como linfocitos T maduros. El timo realiza estas funciones
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principalmente durante los primeros afios de vida y, a partir de la adolescencia, entra en un

proceso fisiolégico de involucion.

Epitelio

Macrofago cortical

Epitelio

de Hassall

I &- corIicomeduIar
X
de la MO @ P 5}\/'@

CD4*  CD8*

Fig. 3: Maduracion de los precursores linfociticos en el interior del timo.
Extraida de “Inmunologia clinica: Principios y practica” Rich R. 5* Edicién.”

El timo es un 6rgano crucial en la patogénesis de la MG. Aproximadamente un 80% de los
pacientes con MG presentan alteraciones morfoldgicas en el timo. Estas alteraciones se han
relacionado exclusivamente con la MG asociada a anticuerpos anti-RACh y pueden ser de dos

tipos:

-Hiperplasia folicular: mas frecuente en pacientes jévenes. Se forman numerosos centros
germinales donde se produce la maduracion de los linfocitos B autorreactivos productores de
anticuerpos anti-RACh. Esto explicaria la mejorfa de los sintomas miasténicos que se produce
en estos pacientes tras la timectomia. Existen dudas sobre cuales son las causas iniciales que
desencadenan esta produccion de autoanticuerpos. Se cree que la expresion de fragmentos de
RACHh por medio de moléculas de MHC de clase 11 en la superficie de las células epiteliales del
timo hiperplasico desencadena la activacion de linfocitos T CD4+ autorreactivos que a su vez
activa la produccion de anticuerpos anti-RACh por parte de los linfocitos B. Estos anticuerpos

se unirfan a los RACh presentes de forma fisiolégica en la superficie de las células mioides del
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timo. Los complejos antigeno-anticuerpo formados activarfan células presentadoras de
antigeno (APC) que retroalimentarfan la activacion de linfocitos T CD4+ autorreactivos

aumentando la produccién de anticuerpos anti-RACh maduros frente a distintos epitopos.™

Ach-| %
im:'luﬁe \>:
complex \j‘f

Fig. 4: Patogénesis de la miastenia
gravis asociada a hiperplasia
timica. Extraida de Melzer et al.”

-Timoma: El timoma es una neoplasia de las células epiteliales del timo, la cual se ha asociado

"' Ta MG es la enfermedad autoinmune mas

a diferentes enfermedades autoinmunes.’
frecuentemente relacionada con el timoma. Entre el 10 y el 20% de los pacientes con MG
presentan un timoma, y aproximadamente el 30% de pacientes con timoma padecen MG.” La
edad de inicio de la MG en estos casos suele ser mas tardia que en los pacientes con MG

asociada a hiperplasia folicular, en torno a los 50 afios.

La clasificacion histolégica mas utilizada actualmente es la de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), la cual diferencia distintos subtipos de timoma en funcién de la morfologia y
proporcién de células epiteliales y linfocitarias (ver tabla 1). Los subtipos mas frecuentemente
asociados con MG son los Bl y B2, siendo estos los tumores con mayor proporciéon de

linfocitos.*
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Subtipo OMS: | Composicion:

A Células epiteliales con morfologia fusiforme.

AB Células epiteliales fusiformes con presencia de linfocitos
inmaduros en cantidad variable.

B1 Células epiteliales de morfologia poligonal con abundante
presencia de linfocitos inmaduros.

B2 Células epiteliales de morfologia poligonal con moderada
presencia de linfocitos inmaduros.

B3 Células epiteliales de morfologia poligonal con escasa presencia
de linfocitos inmaduros.

C También llamado carcinoma timico. Compuesto por células
epiteliales con marcada atipia.

Tabla 1: Clasificacion histolégica de la OMS de los timomas.

Los timomas son tumores de crecimiento lento (con la excepcién de los de tipo C)
encontrandose la mayoria de veces en estadios localizados o con minima invasioén de tejidos
circundantes y con una supervivencia del 95% a los 5 afios.” Sin embargo, en un 7% de los

pacientes el timoma se diagnostica en estadios avanzados con diseminacion pleural. Uno de

los sistemas de estadiaje m4s utilizados es la clasificaciéon de Masaoka (ver tabla 2).%

Tumor encapsulado

ITA

Invasién transcapsular microscépica

11B

Invasién  transcapsular macroscopica a tejido graso

peritimico

111

Invasién de 6rganos vecinos

IVA

Diseminacién pleural o pericardica

IVB

Metastasis a distancia

Tabla 2: Estadiaje del timoma segun la clasificacién de Masaoka.”

El tratamiento del timoma consiste en la extirpacion completa. En el 17% de los pacientes
persisten lesiones no resecables tras la timectomi{a.** En estos casos y en los casos con invasioén

local o a distancia esta indicado el tratamiento adyuvante con radioterapia y/o quimioterapia.

Las recurrencias son poco frecuentes, apareciendo en un 8% de los pacientes.™

En comparacién con la MG asociada a hiperplasia folicular, el origen de la autoinmunidad en

la MG asociada a timoma esta menos establecido y la respuesta a la timectomia es menor. Los
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timomas contienen linfocitos T CD4+ y CD8+ policlonales procedentes de precursores de la
médula 6sea que juegan un papel central en la patogénesis de la MG. En los pacientes con
timoma y MG existe un desequilibrio en el nimero de linfocitos T' CD4+ con exceso de células
efectoras y un defecto en reguladoras tanto a nivel timico como en sangre periférica.”® Esta
desregulacion en la composicion linfocitaria en el timo conduciria a la activacién de linfocitos
B autorreactivos a nivel de centros germinales situados en el tejido peritumoral donde se
llevatia a cabo la produccién de anticuerpos anti-RACh.” Se desconoce cuil es el proceso
inicial que provoca este desequilibrio. Varios estudios apuntan a un defecto en el regulador
autoinmune AIRE que estimula la presentacion de autoantigenos por las células epiteliales del
timo favoreciendo asi la tolerancia inmunolégica. La expresion de AIRE se encuentra
directamente relacionada con la expresién del RACh en las células epiteliales timicas.”” AIRE
se expresa de forma deficiente en el interior del timoma*! aunque sin diferencias entre pacientes
con y sin MG.* Por lo tanto, el motivo por el cual unos pacientes con timoma desarrollan MG

y otros no sigue siendo desconocido.
-Factores genéticos

La MG tiene una concordancia superior en gemelos homocigoéticos (35,5%) en comparacion
con los heterocigéticos (5%) sugiriendo la existencia de un componente genético importante.”
Diversos polimorfismos en genes relacionados con la inmunidad (HLA, PTPN22, IL4Ra,
IL10...) se han asociado con una mayor susceptibilidad para desarrollar miastenia gravis en

estudios de genes candidatos.”

Recientemente un estudio de asociacion del genoma completo (GWAS) realizado en pacientes
con MG con anticuerpos anti-RACh encontré asociacion entre 3 polimorfismos y el desarrollo
de MG: 15231770 en CTLA4, 159271871 en HLA-DQA1 y rs4263037 en TNFRSF11A.*
Polimorfismos en el gen CTLA4 habian sido previamente relacionados con diversas
enfermedades autoinmunes incluyendo la MG.** Uno estos estudios encontré una frecuencia
mas baja del alelo de 86 repeticiones en una region de microsatélites (AT)n del gen CTLA4 en
pacientes con MG asociada a timoma en comparacién con pacientes con MG sin timoma.”
En otro estudio se relacioné el genotipo CTLA4 49A/A con una mayor probabilidad de
desarrollar MG en pacientes con timoma.” Otro hecho que implica a este receptor en la
patogénesis de la MG es que inhibidores del CTLA-4 utilizados en el tratamiento de varias
neoplasias tienen entre sus efectos secundarios el desarrollo de MG.” Estos hallazgos sugieren
una asociacion entre CTLA4 y el desarrollo de MG con anticuerpos anti-RACh positivos. Esta

asoclacion parece ser especialmente relevante en pacientes con timoma, pero sus mecanismos
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ain no estan claros. El gen CTI.A4 codifica el antigeno citotoxico asociado a linfocitos T
(CTLA-4), un receptor de superficie expresado por los linfocitos T (principalmente por el
subtipo T reg). Actiia como correceptor inhibitorio del TCR de forma que cuando este ultimo
se une al antigeno presentado por el MHC de la célula presentadora de antigenos CTLA4 se
une a su ligando CD80 o CD86 (también denominados B7) produciendo una inhibicién de la
respuesta inmune. Si en lugar de CTLA4 el correceptor del linfocito T que se une a B7 es
CD28, se produce una respuesta activadora de la inmunidad. Se desconoce el mecanismo
mediante el cual CTLLA4 inhibe la respuesta inmune aunque se piensa que pueda hacerlo
mediante competiciéon con el CD28 o promoviendo la transendocitosis de este.” CTLA-4 se
expresa principalmente en la superficie de los linfocitos Treg, que como se ha dicho
previamente tienen una funcién anormal en pacientes con MG. Se desconoce cémo los
polimorfismos descritos influyen en la expresion de CTLA4 o si estos polimorfismos influyen

en la disfuncion de los linfocitos Treg observada en los pacientes con MG.

Fig. 5: Funcién del CTLA-4 como correceptor inhibitorio
del TCR. Extraida de Longoria et al.”*

1.4 EPIDEMIOLOGIA

La miastenia gravis tiene una incidencia que varfa entre 1,7 y 21,3 casos por millén de
habitantes por afio y una prevalencia entre 15y 179 casos por millén de habitantes. Afecta a
ambos sexos y puede aparecer a cualquier edad, aunque existe una distribuciéon bimodal de la
edad de presentaciéon con un pico de incidencia en jévenes (25-35 afios) entre los que
predominan las mujeres y un segundo pico en mayores de 50 afios entre los que predominan
los varones. En las dltimas décadas se ha ido evidenciando un aumento progresivo de la

incidencia de la enfermedad.” Esto traduce probablemente una mejora en el diagnéstico,
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aunque sin poder descartar un incremento real de la incidencia por modificaciones en factores
ambientales hasta ahora desconocidos. Por otra parte, en los estudios epidemiolégicos mas
recientes se observa un aumento progresivo en la edad de inicio de la enfermedad siendo cada
vez mas frecuente la miastenia gravis de inicio muy tardio (>65 afios) frente a la miastenia

gravis de inicio precoz (<50 afios) y tardio (50-65 afios).”*

1.5 CLINICA

Los sintomas cardinales de la MG son la debilidad y la fatigabilidad muscular. La fatigabilidad
consiste en la apariciéon de debilidad o el empeoramiento de la debilidad existente tras el

ejercicio. Por ello es frecuente que los sintomas sean fluctuantes y empeoren al final del dfa.

La musculatura mas frecuentemente afectada en la MG es la periocular lo que se manifiesta
con ptosis y diplopia. Cuando la debilidad se limita a la musculatura periocular se clasifica la
enfermedad como MG ocular. Cuando la debilidad afecta a la musculatura extraocular (con o
sin afectaciéon ocular) la MG se clasifica como generalizada. Dentro de este subgrupo la
debilidad puede afectar tanto a las extremidades como a la musculatura bulbar, manifestaindose
en este dltimo caso con disartria y disfagia. Es frecuente también la debilidad facial y

masticatoria. En los casos mas graves se afecta también la musculatura respiratoria.

El grado de afectacion es muy variable de un individuo a otro y de un momento de la evolucién
de la enfermedad a otro. E1 50% de los pacientes presentan un inicio ocular, aunque la mayoria
desarrollara sintomas extraoculares a lo largo de la evolucién de la enfermedad. Sélo en el 15%
de los pacientes la debilidad permanecera restringida a la musculatura ocular durante todo el
curso de la enfermedad. Los pacientes suelen alternar periodos de mejorfa o remision clinica
con periodos de empeoramiento. Estos empeoramientos pueden desencadenarse por cambios
en la medicacion, enfermedades intercurrentes, estrés o bien sin causa aparente. La forma mas
grave de presentacion clinica es la crisis miasténica en la que se produce fallo ventilatorio con

necesidad de ventilacién.

Los pacientes con anticuerpos diferentes a los anti-RACh presentan manifestaciones clinicas
especificas. Los pacientes con anticuerpos antiMuSK presentan mas frecuentemente formas
generalizadas con afectaciéon bulbar frecuente. Son habituales la debilidad facial y atrofia
lingual.” Los pacientes con MG seronegativa suelen presentar formas oculares o generalizadas

leves.
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La escala MGFA clasifica a los pacientes con miastenia gravis en funcion de la localizacion de

la debilidad y la gravedad de esta:

Clase I Debilidad ocular. Puede tener debilidad para la oclusion palpebral. Resto de la fuerza

muscular normal.

Clase II Debilidad generalizada leve; puede existir ademas debilidad ocular de cualquier
gravedad.
ITA Predominantemente en miembros y/o axial.

IIB Predominantemente en musculatura bulbar y/o respiratotia.

Clase III Debilidad generalizada moderada; puede existir ademas debilidad ocular de cualquier
gravedad.
ITTIA Predominantemente en miembros y/o axial.

ITIB Predominantemente en musculatura bulbar y/o respiratotia.

Clase IV Debilidad generalizada grave; puede existir ademas debilidad ocular de cualquier
gravedad.
IVA Predominantemente en miembros y/o axial.

IVB Predominantemente en musculatura bulbar y/o tespiratoria.

Clase V Intubacion orotraqueal con o sin ventilacién mecanica excepto si se utiliza durante

un manejo postquirdrgico rutinario.

1.6 DIAGNOSTICO

El diagnéstico de miastenia gravis requiere en primer lugar de la existencia de sintomas y signos
compatibles con la enfermedad y en segundo lugar de pruebas complementarias que se utilizan

como apoyo al diagnostico.

1.6.1 Exploracion fisica

La exploracién fisica en la MG se centra en demostrar debilidad muscular que empeora tras
esfuerzos repetidos. Para explorar la musculatura ocular se solicita al paciente que mantenga
la mirada fija durante varios segundos en un objeto en diferentes localizaciones para
determinar si aparece diplopia o bien que mantenga varios segundos la mirada en supraversion

para determinar si aparece ptosis. Para explorar la musculatura cervical y de extremidades se
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solicita al paciente que realice elevaciones de cabeza en decubito o de brazos hasta 90° o bien
que realice sentadillas explorando la fuerza antes y después de estos ejercicios. Una variante de
estas maniobras exploratorias es pedirle al paciente que mantenga cabeza, brazos o piernas
elevadas y determinando el tiempo durante el cual el paciente es capaz de hacerlo. Se puede
también explorar fatigabilidad en la musculatura bulbar solicitando al paciente que cuente en
voz alta. La prueba del hielo que consiste en aplicar frio en el parpado es positivo si se observa

0 Existen

una mejorfa en la ptosis. Tiene una sensibilidad y una especificidad de mas del 90%.
diferentes escalas de gravedad que se basan en la exploracion fisica siendo una de las mas

utilizadas la Quantitative Myasthenia Gravis (QMG).”!

1.6.2 Determinacién de autoanticuerpos en suero

La determinacién de anticuerpos frente a uno de los principales autoanticuerpos asociados a
la enfermedad (anti-RACh o anti-MuSK) supone la prueba diagnéstica mas especifica en un
paciente con sospecha clinica de MG. La técnica de eleccién para la deteccion de estos
autoanticuerpos es el radioenzimoinmunoensayo (RIA). Los otros autoanticuerpos asociados
con la MG se determinan en caso de negatividad de los dos principales, aunque la

disponibilidad de las pruebas de deteccion es mas limitada.

1.6.3 Estudios neurofisiolégicos

Se utilizan principalmente en casos en los que la clinica es sugestiva pero los anticuerpos son
negativos. Las dos alteraciones mas frecuentemente encontradas son:

-Reduccion de la amplitud del potencial de accion motor tras la estimulacion repetitiva
a bajas frecuencias (2-3 Hz). Se considera positivo un decremento de la amplitud del cuarto
potencial con respecto al primero de mas del 10%. Es una técnica especifica (en torno a 95%)
pero poco sensible (80% en pacientes con MG generalizada grave, 30% en MG ocular).”

-Aumento del jitter en el estudio de fibra unica. El jitter es la variabilidad entre el
tiempo de respuesta de dos fibras musculares pertenecientes a una misma unidad motora. Esta
alteracion tiene una elevada sensibilidad, pero su especificidad es menor encontrandose

aumentado también en otras patologias neuromusculares.®

1.6.4 Tests farmacoloégicos

Dada la especificidad de la respuesta a inhibidores de la acetilcolinesterasa se puede utilizar
esta respuesta como test diagnoéstico. Para ello se administra uno de estos inhibidores y se

evalia la mejoria de un parametro clinico objetivo como puede ser la ptosis o la disartria. La
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prueba del edrofonio es rapida y facil de valorar debido a la administracién intravenosa y a su
reducida vida media. Sin embargo, se relaciona con efectos secundarios potencialmente graves
como bradicardia por lo que debe realizarse con monitorizaciéon de constantes y disponibilidad
de atropina para revertir los potenciales efectos colinérgicos. Una alternativa mas segura pero

mias lenta es la utilizacién de piridostigmina oral.*

De la misma forma que los estudios
neurofisiologicos, los tests farmacoldgicos se han visto desplazados por la determinacion de

autoanticuerpos, aunque tendrian su utilidad en pacientes que requieren un diagnéstico rapido.

Clinica compatible

Si

Ac. anti-RACh o anti-MuSK positivos S
1

Decremento en estimulacion repetitiva
=10% o aumento patologico del jitter

;

Diagnéstico definitivo de MG

5,

Si

Test farmacolégico positivo —
Si

Diagnoéstico de MG improbable

Fig. 6: Algoritmo diagnostico de la MG. Adaptado de Gilhus et al.®

1.7 TRATAMIENTO

Existen multiples opciones terapéuticas eficaces para el tratamiento de la MG. Sin embargo,

los efectos secundarios de los farmacos son frecuentes y hasta un 10% de los pacientes se
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consideran farmacorresistentes por lo que el desarrollo de nuevos tratamientos mas especificos

sigue siendo necesario.

1.7.1 Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacolégico se basa en 3 grupos de farmacos: 1) inhibidores de la

acetilcolinesterasa, 2) inmunosupresores, 3) inmunomoduladores.

D)

2)

Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Se utilizan como tratamiento sintomatico. Actian aumentando la disponibilidad de
acetilcolina en la hendidura sinaptica. El mas utilizado es la piridostigmina. Su uso
como tratamiento Unico generalmente no permite un control completo de los sintomas
siendo preciso asociar otro tipo de tratamientos. Sin embargo, en la MG ocular puede
ser suficiente para un buen control de los sintomas. Su eficacia en pacientes con MG
asociada a anticuerpos anti-MuSK es menor.*

Inmunosupresores

En los pacientes con miastenia gravis generalizada o en aquellos con miastenia gravis
ocular cuyos sintomas no se controlan adecuadamente con los inhibidores de la
acetilcolinesterasa esta indicado iniciar tratamiento inmunosupresor.

Los glucocorticoides son los inmunosupresores de eleccion al inicio por su accioén
rapida en comparaciéon con otros inmunosupresores. Dentro de este grupo el mas
utilizado es la prednisona. Se suele iniciar a dosis de 1mg/kg/dia con descenso
progresivo posterior, aunque se puede empezar a dosis menores en MG ocular y
generalizada leve. No es infrecuente que se produzca un empeoramiento clinico
transitorio de los sintomas miasténicos al iniciar dosis altas de corticoides por lo que
en algunos casos se debe valorar ingreso hospitalario para inicio de tratamiento sobre
todo en pacientes con edad avanzada o sintomas bulbares. El efecto maximo del
tratamiento con prednisona oral suele verse tras 4 a 6 semanas del inicio.’’

Dados los efectos adversos potencialmente graves derivados del uso prolongado de
prednisona a dosis altas en muchas ocasiones es necesario afadir un segundo
inmunosupresor. Entre las opciones disponibles se encuentran: azatioprina,
micofenolato mofetilo, ciclosporina, ciclofosfamida, tacrolimus, metotrexato y
rituximab. Como efectos secundarios generales presentan una mayor susceptibilidad
para infecciones y neoplasias, aunque el riesgo es generalmente bajo. Los efectos
secundarios especificos de cada farmaco se resumen junto con otras caracteristicas en

la tabla 3. El algoritmo terapéutico mas extendido y recomendado por las guias de
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practica clinica para MG generalizada con anticuerpos anti-RACh se refleja en la figura
6. El algoritmo de la MG con anticuerpos anti-MuSK es similar aunque en estos
pacientes el Rituximab se debe plantear en etapas precoces debido a su elevada

eficacia.®®

Farmaco Posologia Inicio de | Nivel de | Efectos adversos
accion evidencia | principales
Azatioprina Inicio 50mg/24h 12 2b Hepatotoxicidad,
Mantenimiento: 2- meses toxicidad medular.
3mg/kg/24h (segun
niveles de TPMT)
Micofenolato Inicio 500mg/12h 6-8 4 Diarrea, dolor
mofetilo Mantenimiento 1000- | meses abdominal, nduseas,
1500mg/12h toxicidad medular. .
Ciclosportina Inicio: 100mg/12h 1-3 1b Nefrotoxicidad,
Mantenimiento: 1,5- | meses hepatotoxicidad,
3mg/kg/12h hirsutismo, temblort,
hiperplasia gingival.
Tacrolimus Inicio: 1-2 2b Temblor, hiperglucemia,
0,05mg/kg/12h meses hipertension, nausea,
Mantenimiento: diarrea, cefalea,
0,1-0,2mg/kg/dfa, nefrotoxicidad,
monitorizat niveles encefalopatia posterior
plasmaticos reversible.
Ciclofosfamida | Dosis tnica inicial: 1-3 1b Alopecia, toxicidad
750mg/m’i.v. meses medular, cistitis y
Mantenimiento: neoplasia urotelial.

50mg/dia v.o. 6 dias
a la semana, reducir
progresivamente.
Dosis maxima
acumulada 50g.

Metotrexato Inicio: 10mg/semana | Descon | 2b Hepatotoxicidad,
Mantenimiento: 10- ocido neumonitis intersticial.
20mg/semana

Rituximab 375 mg/m2 semanal 1-2 3a Cefalea, nauseas,
durante 4 semanas meses sindrome pseudogtipal,
con 2 dosis citopenias.
adicionales
mensuales.

Eculizumab 900 mg/semanal 2-4 1b Cefalea, meningitis
durante 4 semanas, semanas meningococica.

1200 mg la 5*
semana, seguidos de
1200 mg cada 2

semanas.

Tabla 3: Farmacos inmunosupresores mas utilizados en MG. Adaptado de
Cortés et al.”’
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3) Inmunomoduladores: se utilizan generalmente en situaciones de urgencia en las que el
paciente presenta debilidad grave o compromiso bulbar o respiratorio que deben ser
resueltos de forma rapida. Tanto las inmunoglobulinas intravenosas como la
plasmaféresis han demostrado similar eficacia. En algunos casos se utilizan de forma
cronica para pacientes que no responden al tratamiento convencional.

4) Nuevas terapias: en los ultimos afios se han aprobado nuevas terapias eficaces en el
tratamiento de la MG con mecanismos de acciéon mas especificos. Entre ellas se
encuentran los inhibidores del complemento como ravulizumab. Otro grupo de
terapias prometedoras son los inhibidores del FcRn que bloquean el reciclaje
intracelular de inmunoglobulinas. Dentro de este grupo se ha aprobado efgartigimod

y se esperan nuevas aprobaciones en un futuro cercano.

Piridostigmina

Prednisona

Azatioprina

Micofenolato

Ciclosporina

Rituximab
Crisis o
. Ciclofosfamida
exacerbaciones:
Inmunoglobulinas Tacrolimus

Plasmateéresis Metotrexato

Inmunoglobulinas o
plasmaféresis

regulares

Fig. 7: Algoritmo de tratamiento en MG con anticuerpos anti-RACh.

1.7.2 Timectomia

La timectomia en pacientes sin timoma se realizaba de forma empirica hasta hace pocos afios
dado que no existian ensayos clinicos aleatorizados que objetivaran su eficacia. Recientemente
un ensayo clinico aleatorizado concluy6 que los pacientes timectomizados presentaban una

mayor mejotia clinica con menores requetimientos de prednisona’. Por ello la timectomia se
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aconseja actualmente a todo paciente con MG generalizada asociada no asociada a timoma y
con anticuerpos anti-RACh positivos menores de 65 afios. Ademas, se debe realizar en todo
paciente con timoma. El ensayo clinico publicado sobre timectomia requerfa que esta se
realizara mediante toracotomia. En los dltimos afos las timectomia por via endoscopica se
esta utilizando de forma creciente tanto en hiperplasia folicular como en timoma. Los estudios
publicados demuestran una tasa de complicaciones menor con menor estancia hospitalaria en
los pacientes intervenidos por toracoscopia si bien no existen ensayos clinicos aleatorizados

que comparen directamente las dos técnicas.”’

1.8 PRONOSTICO

En las ultimas décadas las mejoras en el diagnostico y tratamiento de la enfermedad han
permitido reducir de forma importante la mortalidad de un 70% a menos del 5% actualmente™.

La miastenia es una enfermedad muy variable en cuanto a respuesta a tratamiento y pronostico.

La escala MGFA-PIS es una herramienta util para evaluar la respuesta a tratamiento de los

pacientes con MG tanto en el ambito clinico como en la investigacion.

Remisiéon  completa  estable | Sin sintomas ni sighos de enfermedad durante al menos

(CSR) un ano y sin tratamiento

Remision farmacologica (PR) Sin sintomas ni signos de enfermedad durante al menos

un afio con tratamiento (excluyendo piridostigmina)

Manifestaciones minimas (MM) | Sin sintomas ni limitacién funcional pero con signos a la

exploraciéon minuciosa

MM-0 Sin tratamiento durante al menos un afio

MM-1 Inmunosupresores pero no piridostigmina

MM-2 Solo  piridostigmina a  dosis  bajas

(<120mg/dia)
MM-3 Inmunosupresores y piridostigmina
Mejoria (I) Disminucién  sustancial de los sintomas o de la

medicacién pre-tratamiento

Sin cambios (U) Sin cambios en los sintomas o en la medicacion
Empeoramiento (W) Aumento sustancial de los sintomas o de la medicacion
Exacerbacion (E) Alcanza criterios de CRS, PR o MM pero posteriormente

desarrolla mas sintomas
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Fallecimiento por MG (D of | Incluye complicaciones del tratamiento o en los 30

MG) primeros dias post-timectomia

Tabla 4: Escala Myasthenia Gravis Foundation of America Post-Intervention
Status (MGFA-PIS)

El objetivo terapéutico consiste en mantener al paciente en un estado de
manifestaciones minimas o remision con el minimo de efectos secundarios. Se considera a un
paciente farmacorresistente cuando a pesar de haberse administrado tratamiento esteroideo y
al menos dos inmunosupresores a dosis adecuadas no se consigue este objetivo. Alrededor de

un 10-15% de los pacientes son farmacorresistentes.

Diversos estudios han intentado identificar qué factores determinan la respuesta a
tratamiento con resultados discordantes. Un posible factor pronéstico serfa el tipo de
anticuerpos con una menor respuesta a tratamiento convencional en los pacientes con

anticuerpos anti-MuSK™ aunque con un prondstico a largo plazo similar’.

Otro factor relacionado con un peor pronostico es el retraso diagnostico desde el inicio
de los sintomas.” La edad de inicio tardio aparece como factor de peor pronéstico en varios

estudios’"

sin embargo otros no encuentran diferencias significativas’™. Estas discrepancias
pueden deberse a diferencias en la definiciéon de buen pronéstico o de la edad de corte a partir
de la cual se considera inicio tardio. Ademas, es importante diferenciar un tercer grupo
diferente de la divisién clasica entre MG de inicio precoz y tardio que consistiria en los

pacientes con MG de inicio muy tardio. Estos pacientes presentan caracteristicas clinicas e

inmunoldgicas particulares y una mejor respuesta a tratamiento™.

Existen también discrepancias en cuanto al papel pronéstico de la patologia timica. El
timoma aparece como factor de peor prondstico en varios estudios ' aunque son en su
mayoria estudios que sélo incluyen pacientes timectomizados lo que entrafia una imposibilidad
para generalizar los resultados al resto de pacientes. Los estudios que incluyen también a
pacientes no timectomizados no encuentran diferencias pronodsticas significativas entre

. . . 72,78 . . , . , ,
pacientes con y sin timoma. " De nuevo, la falta de criterios prondsticos homogéneos, asi
como la reducida muestra de pacientes con timoma de estos estudios dificultan la extraccion

de conclusiones fiables. Es importante ademas incluir como criterio de mal prondstico la

farmacorresistencia algo que no se analiza en ninguno de los estudios mencionados.
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La identificaciéon de marcadores prondsticos es clave para individualizar tratamientos.
Permite reservar tratamientos mas eficaces, pero con mayor potencial de efectos adversos
graves a aquellos pacientes con peor prondstico. Para identificar pacientes con peor prondstico
es necesario en primer lugar realizar una buena caracterizacion de los diferentes subgrupos de

la enfermedad tanto a nivel fisiopatolégico como clinico.
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2.1 HIPOTESIS GENERAL

La MG asociada a timoma representa un subgrupo de la enfermedad con caracteristicas
tisiopatologicas, clinicas y prondsticas especificas.

2.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

2.2.1 Fisiopatologia de la MG asociada a timoma

= FEl receptor CTLA4 esta implicado en la patogenia de la MG en los pacientes con
timoma, existiendo una relacién entre la expresion de este en el interior del timoma y
el riesgo de desarrollar MG.

= Las diferencias en la expresion de CTLA4 podrian tener una base genética asociandose
a diferentes polimorfismos del gen CTT.A4.

2.2.2 Caracteristicas clinicas y pronésticas de la MG asociada a

timoma

* Los pacientes con MG asociada a timoma presentan diferencias epidemioldgicas,
inmunoldgicas, clinicas y prondsticas con respecto a los pacientes con MG no asociada
a timoma.

* La recidiva del timoma o la persistencia de lesiones tumorales no resecables se
relacionan con un peor pronostico de la MG.
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3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

® Definir las caracteristicas fisiopatolégicas, clinicas y prondsticas de los pacientes con

miastenia gravis asociada a timoma.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

* Determinar la relacion entre la expresion de CTLA4 en el interior del timoma con el

riesgo de desarrollar MG.

* Determinar la asociacién entre polimorfismos en el gen CTLA4 y la expresion de

CTLA4 en el timo y el riesgo de desarrollar MG en los pacientes con timoma.

* Comparar las caracteristicas clinicas de los pacientes con MG asociada a timoma con

las de los pacientes con MG no asociada a timoma.

® Definir el pronéstico de la MG en los pacientes con timoma y dentro de estos de

aquellos con recidiva tumoral o tumores irresecables.

45



46
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4.1 ARTICULO 1

Alvarez-Velasco R, Dols-Icardo O, El Bounasti S, et al. Reduced Number of Thymoma
CTLA4-Positive Cells Is Associated With a Higher Probability of Developing Myasthenia
Gravis. Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2023;10(2):e200085. Published 2023 Jan 25.
doi:10.1212/NXI1.0000000000200085
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Abstract

Background and Objectives

Mpyasthenia gravis {MG) is an autoimmune disease associated with comorbid thymoma in
10%-15% of cases. Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 {CTLA4) expressed by
T cells downregulates T-cell-mediated immune response. Polymorphisms in the CTLA4 gene
have been associated with the development of MG. In this context, we aimed to determine
whether CTLA4 expression in the thymoma differs between patients with and without MG and
whether CTLA4 gene polymorphisms are associated with these differences.

Methods

This is a retrospective study of all patients, with and without MG, surgically treated at our
institution for thymoma between January 2010 and December 2020. Ten samples were
obtained from normal thymuses as controls. The number of CTLA4-positive cells in paraflin-
embedded thymoma samples was determined by immunohistochemistry. The presence of
follicular-center and regulatory T-cell lymphocytes was determined by immunchistochemistry
(B-cell lymphoma [BCL]-6 expression) and double immunofluorescence-hased staining of
CD4-FOXP3, respectively. We evaluated the association between thymic expression of CTLA4
and the development of MG. We also determined the association between CTLA4 expression
and various clinical and prognostic characteristics of MG. We sequenced the CTLA4 gene and
evaluated possible associations between CTLA4 polymorphisms and thymic CTLA4 expres-
sion. Finally, we assessed the potential association between these polymorphisms and the risk of
MG.

Results

Forty-one patients with thymoma were included. Of them, 23 had comorbid MG (56.1%). On
average, patients with MG had fewer CTLA4-positive cells in the thymoma than non-MG
patients: 69.3 cells/mm” (95% Cls: 39.6-99.1) vs 674.4 (276.0-1,024.0) cells/mm’; p=0001
and vs controls (200.74 [57.9-343.6] cells/mm”; p = 0.02). No between-group differences
(MG vs non-MG) were observed in the number of cells positive for BCL6 or CD4-FOXP3.
CTLA4 expression was not associated with differences in MG outcome or treatment re-
fractoriness. Two polymorphisms were detected in the CTLA4 gene, 15231770 (n = 30 pa-
tients) and rs231775 (n = 17). MG was present in a similar proportion of patients for all
genotypes. However, a nonsignificant trend toward a lower CTLA4-positive cell count was
observed among carriers of the rs231775 polymorphism vs noncarriets: 77.9 cells/mm® (95%
CL -S1.5 to 207.5) vs 343.3 cells/mm” (95% CL: 126.2-560.4).
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Glossary

AChHR = acetylcholine receptors; BCL = B-cell [ymphoma; CTLA4 = cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4; EDTA =
ethylene diamine tetraacetic acid; GWAS = genome-wide association study; IgG = immunoglobulin G; MG = myasthenia
gravis; MGFA-PIS = MG Foundation of America postintervention status; PBS = phosphate buffer solution; Treg = T

regulatory; WHO = World Health Organization.

Discussion

Reduced CTLA4 expressicon in thymoma may predispose to a higher risk of developing MG.

Myasthenia gravis (MG) is an antoimmune disease charac-
terized by fatigability and weakness. In approximately 85% of
cases, the disorder is associated with autoantibodies that bind
to acetylcholine receptors (AChRs) in the postsynaptic
membrane of the neuromuscular junction.'

Thymomas are uncommeoen neoplasms derived from the epi-
thelial cells of the thymus. Comorbid thymoma and MG is
commeon: up to 10%-15% of patients with MG have a thy-
moma, and 30%-45% of patients with thymoma develop MG.
The World Health Organization (WHQ) dlassification sys-
tem divides thymomas into 6 types according to epithelial cell
morphology and the lymphocyte to epithelial cell ratio.” The
thymomas most frequently associated with MG are those with
the highest lymphocytic component (types AB, B1, and B2).”
Almost all patients with MG with thymoma have anti-AChR
antibodies. Thymomas have also been associated with other
autoimmune diseases, although the relationship is not as
strong as with MG.* The pathophysiologic mechanisms by
which autoimmunity is triggered in patients with thymoma-
associated MG are believed to differ from those of other MG
subtypes; however, these mechanisms are not completely
understood.® At present, it is not clear why some patients with
thymoma develop MG and others do not.®

Cytotoxic T [ymphocyte-associated antigen 4 (CTLA4) is a
CD28 antagonistic homelog receptor expressed by T cells.
When CTLA4 interacts with CD80 or CD86 on antigen-
presenting cells, it exerts a downregulatory effect on T-cell-
mediated immune response, thus acting as an immune
checkpoint. CTLA4 is a key player in the control of self-
reactive T-cell generation in the thymus. CTLA4-deficient
animals experience a lymphoproliferative disorder character-
ized by polyclonal T-cell proliferation. Anti-CTLA4 anti-
bodies such as ipilimumab, which is standard of care in several
cancer types, have been associated with the development of a
broad spectrum of autoimmune diseases, including MG.”

CTLA4 gene polymorphisms have been shown to predispose
to several autoimmune diseases.® A genome-wide association
study (GWAS) conducted in a North American population
with AChR antibody-positive MG found that MG was asso-
ciated with the rs231770 variant of the CTLA4 gene.” Another
study found that the CTLA4 49A/A genotype predisposed
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patients with thymoma to develop parancoplastic MG.'® The
findings of those studies suggest a potential association be-
tween CTLA4 and the development of MG. Although this
association seems to be especially relevant in patients with
thymoma, the underlying mechanisms are still unclear.'

The major cell type expressing CTLA-4 are T regulatory
(Treg) cells,” which are CD4" cells that specifically express
the FoxP3 transcription factor and play a key rele in the
maintenance of immunologic self-tolerance."® The functional
activity of Tregs seems to be inhibited in patients with MG,

although the underlying molecular basis remains unknown."*

In this context, we postulate that differential expression of
CTLA4 in the thymi of patients with MG would confer an
increased risk of MG. We conducted this study to analyze
differences in the number of CTLA4-positive thymic cells
between patients with and without thymoma-associated MG.
We then sought to determine whether CTLA4 polymeor-
phisms were responsible for the differential expression of
CTLA4 in T lymphocytes inside the thymoma.

Methods

Patients

The study population consisted of all consecutive patients
aged 18 years or older who underwent surgery for thymoma
between January 2010 and December 2020 at our center
(Santa Creu i Sant Pau Hospital, Barcelona, Spain). We ex-
cluded patients who underwent preoperative chemotherapy
or radiotherapy and those diagnosed with thymic carcinoma.
For controls, 10 normal thymi were obtained from donors
without autoimmune diseases (including MG) who had un-
dergone cardiac or parathyroid surgery.

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents

All patients provided informed consent. The study was ap-
proved by the Institutional Ethics Committees at the Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau.

Clinical Variables
Patients with thymoma were classified into 2 subgroups
according to the presence or not of comorbid MG. MG was
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Table 1 Clinical Characteristics of Patients With Thymoma With and Without Associated Myasthenia Gravis

No MG {nh = 18), n (%)? MG (n = 23). h (%)° pValue

Sex, male 12 {66.7%) 10 (43.5%) 0.14
Mean age (SD) at thymectomy, y 66.9(11.4) 53.4(2.9) 0.002
Immunosuppressant treatment before thymectomy 2(11.1%) 16 (70.0%) <0.001
Thymoema histologic subtype (WHO) 0.003

A/AB 14 (77.8%) 7 (30.4%)

B1/B2/B3 4(22.7%) 16 (59.6%)
Thymoma stage (Masaoka) 0.14

Localized (I &I1) 17 (94.4%) 18 (78.3%)

Invasive (Ill & IV} 1(5.56%) 5(21.7%)
Other autoimmune diseases 6 (33.3%) 5(21.7%) 0.4

Abbreviations: MG = myasthenia gravis.
@ All data are given as n {%) unless otherwise indicated.

defined as the presence of the usual symptoms of MG and a
positive test for anti-AChR antibodies (>0.4 nmol/L by ra-
dioimmunoassay). All patients with thymoma were followed
up preoperatively and postoperatively for a minimum period
of a year by a neurologist specialized in MG. Anti-AChR
antibodies and neurologic examination was performed in all
patients to ensure they did not develop MG.

The following variables were recorded and assessed: de-
mogtaphic characteristics (sex, age at onset, and date of di-
agnosis); follow-up time; anti-AChR titer at thymectomy (by
radicimmunoassay); distribution of muscle weakness (ocular,
balbar, or limb predominance); thymoma histology (WHO
classification)’; thymoma stage (Masaoka staging system)'>;
frequency of myasthenic crisis; mortality and cause of death;
treatment required; clinical outcome at last visit according to
MG Foundation of America postintervention status {[MGFA-
PIS)IG; and treatment refractoriness, which was defined as
either unchanged or worse MGFA-PIS after treatment with
corticosteroids and =2 other immunosuppressive agents at
adequate dose levels for a sufficient duration."”

Treatment cutcomes were classified as good or poor. A good
outcome was defined as an MGFA-PIS score of minimal
manifestations or better, which indicates an asymptomatic
patient with a normal or only minimally altered physical ex-
amination. Poor outcome was defined as MGFA-PIS worse
than minimal manifestations status.

Immunchistochemistry

Formaldehyde-fixed paraffin-embedded tissues were rou-
tinely obtained from all surgically removed thymomas. Sec-
tions measuring 2-4 pm were collected from the thymoma
tissues and processed. Samples were dewaxed, hydrated
through a graded ethanol series into water, and washed in
double-distilled water. Antigen retrieval was performed with
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ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA). Goat nonimmune
serum was used to block the tissue for 1 hour. The sections
were incubated with the following monedonal antibodies:
mouse antihuman CTLA-4 (done BNI3, isotype immuno-
globulin G [IgG]2a, 1:100; Novus Biologicals, Minneapolis,
MN), mouse antihuman B-cell [ymphoma (BCL)-6 (clone
GI191E, provided by Dr. Roncador CNIOQ, isotype IgGI, 1:
350), mouse antihuman CD20 (clone L26, isotype IgG2a,
nondiluted; Dako, Glostrup, Denmark), and mouse antihu-
man CD8 (clone C8/144 B, isotype IgGl, non-diluted;
Dako). After 3 washes with phosphate buffer solution
(PBS), a peroxidase-labeled goat antimouse secondary
antibody was applied (1:50; Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA). Sections were developed
with DAB (3,3'-Diaminobenzidine) staining (Vector Lab-
oratories, Burlingame, CA). To label the Treg cells, sam-
ples were permeabilized with 0.5% Tween 20 (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MQ), and then, double immunoflu-
orescence was performed with rabbit antihuman CD4
(clone SP3S, isotype IgG, 1:50; Abcam, Cambridge, UK)
and mouse antihuman FOXP3 (clone 236A, isotype IgG1,
1:10; Abcam). After 3 washes with PBS, secondary anti-
bodies were added: goat antirabbit IgG-AlexaFluor 594

Table 2 Autcimmune Diseases Present in Patients
Diagnesed With Thymoma With and Without
Myasthenia Gravis

Mo comorbid MG (6/18) Comorbid MG (5/23)

CIDP (n=2)
Erythroblastopenia (n=1)
Goods syndrome (n=1)
Aplastic anemia{n=1)
Bullous pemphigoid(n =1}

Multiple sclerosis (n=1)
Bone marrow aplasia (n =1)
Sjogren disease (n=1)
Graves' disease (n=1)
Pernicious anemia {(n=1)

Abbreviations: CIDF = chronic idiopathic demyelinating polyneurcpathy;
MG = myasthenia gravis.
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Table 3 CTLA4-Positive Cell Count in Thymomas of Patients With and Without Myasthenia Gravis, Stratified by Sex,
Histologic Subtype, and Previous Immunosuppressive Treatment

No MG, cells/mm? MG, cells/mm? p Value

Sex

Female 888.9 83.2 0.009

Male 5574 513 0.02
Thymoma histelogic subtype (WHO)

A/AB 8249 625 0.03

B1/B2/B3 185.5 72.3 0.03
Patients without immunosuppressive treatment before thymectomy 649.33 48.1 0.04
Abbreviations: MG = myasthenia gravis; WHO = World Health Organization.
(Invitrogen, Waltham, MA) and goat antimouse IgG-Alexa  Results

Fluor 488 (Invitrogen).

All samples were evaluated by a pathologist specialized in chest
pathology. Five random fields of each tissue specimen were
analyzed under x10 magnification using the Microscope Zeiss
Axioskop 2 plus. Quantitative analysis of immunohistochemical
staining was conducted using the image ] imaging analysis
software. A customized algorithm for each marker was used to
determine the number of positive cells per field. The average
value of the § fields was taken. Pathologist classifying thymo-
mas and investigators performing immunohistologic analysis
were blinded to whether the patient had MG or not.

DNA Extraction and Genotyping

Genomic DNA was extracted from EDTA-anticoagulated
peripheral blood. All coding exens and rs231770 were ana-
Iyzed by Sanger sequencing using the Big-Dye Terminator
sequencing kit (v. 3.1, Applied Biosystems), run on an ABI
3730x] DNA analyzer, and analyzed with Sequencer software
(v.4.2; Gene Codes). Primers are listed in eTable 1, links.lww.
com/NXI/A795, in supplementary material

Statistical Analysis

Data are summarized as percentages for categorical variables and
mean values with SD for continuous variables. Differences be-
tween groups were assessed with the y” test for categorical var-
iables and the 2-sided t test for continuous variables (or Wilcoxon
test in cases of non-normal distribution). Allele and genotype
frequencies were compared between groups using the Fisher
exact test. We performed an receiver operating characteristic
analysis to determine the best CTLA4+ cell count cutoff that
allows to predict MG occurrence with optimal sensitivity and
specificity. Cls of odd ratios (ORs) were calculated using the
Woolf method. Pairwise deletion was used for treating missing
values. All statistical analyses were performed using STATA 15.

Data Availability
The anonymized data that support the findings of this study
are available on request from the corresponding author.
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Forty-one patients with thymoma met the inclusion criteria
and agreed to participate in the study; of them, 23 (56.1%)
had MG. Of the 41 patients, 22 {53.7%) were female. The
mean (SD) age at thymectomy was 59.3 (14.3) years. In
general, patients with MG were younger, and a higher pro-
portion was receiving immunosuppressants, had B-type thy-
momas (WHO classification), and more advanced thymoma
(Masacka staging system). Table 1 summarizes the clinical
characteristics of patients with and without thymoma. Eleven
patients (27%) had another autoimmune disease, 6 in the
non-MG group and $ in the MG group (Table 2). No dif-
ferences in the prevalence of other autoimmune diseases were
observed in patients with and without MG.

CTLA4-Positive Cell Count

The number of thymic cells expressing CTLA4 was significantly
lower in patients with MG vs those without MG, with a mean
CTLA4-positive cell count of 69.3 cells/mm” (95% CI:
39.6-99.1) vs 6744 cells/mm” (95% ClL: 276.0-1,024.0), re-
spectively (p = 0.001). Patients with thymoma also had fewer
thymic CTLA4-positive cells than controls without thymoma
(mean 1,702.7 cells/mm” [95% CI: 1,062.6-2,340.7]; p = 0.01).
CTLA4 was more frequently expressed by medullar than
cortical lymphocytes of control thymuses (3,330.0 cells/mm®

Table 4 Differences in the Number of CD4', CD4-FOXP3*
and BCL&™ Cells in the Thymomas of Patients
With and Without Associated Myasthenia Gravis

No MG

CellsfmmZ(95% Cl) MG p Value

Total CD4" cells 245.1 (221.1-269.1)  252.7 (213.0-292.5) 0.75

CD4-FOXP3+ cells 556.3(185.1-927.6) 556.3(350.2-762.5) 1

BCLG+ cells 107.82 (6.80-208.8)  498.94 (0-1,328.6) 0.38

Abbreviations: MG = myasthenia gravis.
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Figure 1 Thymoma Sections of A, AB, and B2 Thymomas of 3 Patients With Myasthenia Gravis (MG), 3 Patients Without MG,

and 1 Normal Thymus

A AB B2

CTLA4

BCL6

Patients with MG

Control

Patients without MG

Sections were processed for CTLA4 and BCLG by immunohistochemistry and FOXP3 (green)-CD4 {red) using double immunofluorescence (=10 magnification).

CTLA4 = Cytotoxic T lymphaocyte-assodiated antigen 4.

[95% CI: 2,434.7-4,224.3] vs 761.6 [95% CI: 418.5-1,104.8];
p = 0.02). No differences in CTLA4-positive cell counts were
observed between patients with thymoma who presented with
comerbid autoimmune disease (other than MG) and patients
without any comorbid autoimmune disease, which are as
follows: 660.1 cells/mm® (95% CI: 182.1-1,138.0} vs 708.9
cells/mm” (95% CI: 90.8-1,279.0) (p = 0.9).

Stratified by sex, thymoma histologic subtype, and previous
immunosuppressive treatment, the differences in the number
of cells expressing CTLA4 between patients with and without
MG remained significant (Table 3).

We performed a receiver operating characteristic analysis to
assess the validity of the CTLA4-positive cell count to predict
MG occurrence in patients with thymoma. We obtained an
area under the curve of 0.85 (95% CI: 0.71-0.94) and a value
of 170 cells/mm” below which MG occurs with Se of 87% and
Sp of 78%.

No association was cbserved between the number of CTLA4-
positive cells and the number of either CD4-FOXP3-positive
or BCL6-positive cells (12 = 0.011 and 2 = 0.0015, re-
spectively). Similarly, no differences in the number of positive
CD4, CD4-FOXP3, or BCL6 cells were observed between
patients with and without MG (Table 4). Figure 1 shows
examples of CTLA4, BCL6, and CD4-FOXP3 expression in
the thymomas of patients with and without MG.

No association was found between CTLA4-positive cell count
and anti-AChR antibody titers in patients with MG during
thymectomy (12 = 0.042). No association was found between
CTLA4-positive cell count and MG outcomes (MGFA-PIS)
at 1 year post-thymectomy or at the final follow-up. At 1 year,
patients with a good outcome had a mean of 52.8 cells/ mm”*
(95% CI: 12-93.52) vs 78.4 (95% CI: 28.83-127.9) in pa-
tients with a poor outcome (p = 0.38). At the final follow-up,
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the corresponding values were 69.2 (95% CI: 24.40-114) vs
69.5 (95% CI: 22.81-116.22), p = 0.99. No association was
detected between CTLA4-positive cell count and treatment
refractoriness in patients with MG, which are as follows: no
treatment vs treatment refractoriness: 62.54 cells/mm” (95%
CI: 29.13-95.96) vs 101.61 (93% CI: 0-205.39), p = 0.31.

CTLA4 Gene Sequencing

We genotyped all coding exons and the single nucleotide
polymorphism rs231770 in a noncoding region in patients
with thymoma with (n = 19) and without (n = 16) associ-
ated MG.

The rs231770 polymorphism was present in 30 of these 35
patients (85.7%), and a second polymorphism, rs231775, was
present in 17 of these patients (48.6%). The genotype distri-
bution of CTLA4 polymorphisms in patients with thymoma
with and without MG was in accordance with the Hardy-
Weinberg equilibrium (p > 0.05). In patients with thymoma,
the prevalence of paraneoplastic MG did not differ significantly

Figure 2 Prevalence of Paraneoplastic Myasthenia Gravis
(MG) in Patients With Thymoma With Different
CTLA4 rs231775 Genotypes

100+
. MG

I Non-MG

Y 2 oo
(=1 (=] (=]
1 1 1

Patients (%)

[
[=]
L

0-
AA AG GG

CTLA4 = Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4.
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Table 5 Differences in the Prevalence of Myasthenia Gravis Between Patients With Thymoma According to CTLA4

rs231770 Genotypes and Alleles

rs231770 MG (+) thymoma (nh = 19} MG (-) thymoma (h = 16) OR (95% Cl) pValue
Genotype

TT 3 {60%) 2 (40%) 1.31{0.13-17.7) 0.78

TC 6 (43%) 8 (57%) 0.46 {0.09-2.23) 027

cC 10 (63%) 6 (37%) 1.85 (0.40-8.93) 0.37
Allele

T 12 (50%) 12 (50%) 0.77 {0.29-2.07) 0.60

C 26 (57%) 20 (43%) 1.3(0.48-3.50)

Abbreviations: MG = myasthenia gravis; OR = odds ratio.

among the 3 rs231770 genotypes. In addition, ne differences in
the prevalence of MG were found among patients with the 3
15231775 genotypes. However, a trend toward a higher prev-
alence of MG was found in patients with the G/G genotype
compared with those with the A/A or A/G phenotype (OR: 4;
95% CL: 0.4-40.1). See Figure 2 and Tables 5 and 6.

None of the polymorphisms were associated with differences
in the number of CTLA4-positive cells within the thymoma,
although a trend was observed in patients carrying the
15231775 variant toward a lower cell count compared with
noncarriers: 77.9 cells/mm” (95% CL: —51.5 to 207.5) vs
343.3 cells/mm” (95% CI: 126.2-560.4).

Discussion

In this study, the number of thymoma cells expressing CTLA4
were markedly reduced in patients with MG compared with
those without MG (69.3 vs 6744 ceHs/mmz,p =0.001), and
these differences were independent of sex, age, histologic
subtype, and previous immunosuppressive treatment. None

of the CTLA4 gene polymorphisms were associated with a
higher probability of developing MG nor with a difference in
the number of CTLA4-positive cells in the thymoma. How-
ever, carriers of the rs231773 variant showed a trend toward
lower CTLA4 expression. CTLA4 is constitutively expressed
by Treg cells and after T-cell receptor-mediated activation in
a subset of CD4" helper T cells. However, in contrast to
previous reports,'® the number of Treg cells did not differ
between patients with and without MG, suggesting that the
lower number of CTLA4-positive cells in patients with MG is
due to the reduced expression of the protein and not to a
decrease in the number of Treg cells. We hypothesize that a
dysfunction of Treg lymphocytes that would lead to a lower
expression of CTLA4 in some patients with thymoma would
confer an increased risk of developing MG. Indeed, an in-
ducible deletion of CTLA-4 on Tir cells results in decreased
suppressive function in vitro and in vivo."

We found a higher expression of CTLA4 in the medulla of
control thymuses compared with that in the cortex. Likewise,
we found a higher expression of CTLA4 in type A/AB thy-
momas (medullary or mixed component) compared with that

Table 6 Differences in the Prevalence of Myasthenia Gravis Between Patients With Thymoma With Different CTLA4

rs231775 Genotypes and Alleles

rs231775 MG (+) thymoma (n = 19} MG (—) thymoma (n = 16) OR (95% Cl} p Value
Genotype
AA 10 (56%) 8 (44%) 1.1 (0.29-4.20) 1
AG 5 {(42%) 7 {58%) 0.46(0.11-1.9) 023
GG 4 (80%) 1 (20%) 4(0.4-40.1) 0.23
Allele
A 25 {52%) 23 (48%) 0.75{0.27-2.1) 0.58
G 13 (59%) 9 (41%) 1.33 (0.48-3.69)
Abbreviations: GG = guanine guanine; MG = myasthenia gravis; OR = odds ratio.
MNeurology: Neursimmunology & Neursinflammation | Volume 10, Number 2| March 2023 Neurology.org/NN
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in type B thymomas (cortical component) of patients without
MG. However, this finding is not replicated in patients MG in
whom the expression of CTLA4-positive cells is equally [ow in
both histologic subtypes. In the stratified study, the differences
between CTLA4 cells between patients with and without MG
remain significant regardless of the histologic subtype.

CTLA4 knock out results in increased T helper differentia-
tion, increased germinal center B cells, and higher serum
immunoglobulin levels in mice.'” We did not find any dif-
ferences in the number of follicular center cells (BCL6-
positive cells) in the thymomas of patients with and without
MG. Similarly, we found no association between the number
of CTLA4-positive cells and the number of follicular cells.
Although the thymus is considered the site of induction for
loss of self-tolerance in patients with MG, altered peripheral
immunoregulatory mechanisms such as defective immuno-
suppressive function of Tregs may help to maintain the
AChR-specific autoimmune response. In this regard, it would
be valuable to conduct a study to evaluate CTLA4 and BCL6
expression at the periphery to better understand the role of
CTLA4 in the pathogenesis of thymoma-associated MG.

A previous study shows an increase in germinal center number
in adjacent thymic tissue but not in the thymomas of patients
with thymoma-associated MG compared with nonmyasthenic
thymoma patients.” In addition, recently, Song et al*' dem-
onstrated that thymoma-associated patients with MG have a
higher percentage of BCL6-positive cells in adjacent thymic
tissue around thymoma than non-MG thymoma patients or
controls. Because we analyzed exclusively thymoma tissue and
not adjacent tissues, this could explain the lack of differences in
BCL6 expression between patients with and without MG.

Our data show that the number of thymic CTLA4-positive
cells does not seem to influence MG prognosis. However,
given the small sample size of our study, we cannot rule out
this potential association. In addition, several different
factors—such as age, immunosuppressive treatment, and/or
histologic subtype-—can act as confounders between the
number of CTLA4-pesitive cells and prognosis.

Patients with loss-of-function mutations in the CTLA4 gene
develop inflammatory lesions containing activated T cells and
macrophages affecting multiple organs. Polymorphisms in the
CTLA4 gene are also associated with several autoimmune dis-
cases in humans.” After a complete sequencing of all CTLA4
coding regions, we found the presence of a previously described
polymorphism (rs231775) in exon 1 of the CTLA4 gene in a
significant propertion of the patients. This A/G polymorphism
at position +49 results in an amino acid change (p.Thr17Ala) in
the leader sequence. The 15231775 polymorphism leads to in-
efficient processing in the endoplasmic reticulum, a differential
glycosylation pattern, and decreased traflicking to the cell surface
of CTLA4™ The guanine guanine (GG) genotype in the
CTLA4 rs231775 polymorphism has been associated with an
increased risk of several conditions, including Graves™ disease,
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primary biliary cirthosis,”* type 1 diabetes,” and other autoim-
mune diseases. A previous study found that the GG genotype was
unexpectedly protective against paraneoplastic MG in patients
with thymoma, in contrast to the significant association between
this genotype and all other non-MG autoimmune diseases."* We
also sequenced the 15231770 polymorphism, which was associ-
ated with MG in a GWAS invelving 1,032 patients with MG in
North America” Another study found that this polymorphism
was associated with a lower expression of CTLA4.*®

Although we found no increased risk of developing MG in
patients carrying the 1s231770 or rs231775 polymorphisms,
we did observe a trend toward a higher risk in patients with
the +49 GG genotype. However, this genotype was not as-
sociated with the number of CTLA+ cells, although the lack
of statistical association could be due to an insuflicient
sample size. In addition, other variants (apart from those
evaluated in this study) in the noncoding region of the
CTLA4 gene could also be implicated in the lower number
of CTLA4+ cells in the thymomas of patients with MG.
Finally, nongenetic factors could also explain these differ-
ences, with a lower CTLA4 expression in patients with MG
being an epiphenomenon and not the primary cause of the
loss of immune self-tolerance.

A better understanding of the mechanisms by which auto-
immunity is triggered in patients with MG is essential to
develop specific therapies designed to minimize or even
prevent the frequent side effects of current immunosuppres-
sants. Ceonfirmation of CTLA4 involvement in MG would
represent a potential new therapeutic target.

In conclusion, in this study, the thymomas of patients with
MG had fewer CTLA4-positive cells than those without
MG. However, no clear association was found between
CTLA4 gene polymorphisms and the number of positive cells
or the development of MG in patients with thymoma. Larger
studies are warranted to clarify this potential association.
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Supplementary table: Primers employed to identify genetic variants in CTLA4.

Region Forward Primer Reverse Primer

Exon 1 AAGTCCTTGATTCTGTGTGGG ATCACTGCCTTTGACTGCTG
Exon 2 CCATGAAGGAGCATGAGTTC ACTGCAATGCAACAGGTGTC
Exon 3 GGCTACCCATGCAATTTAGG TGGCCAGTTGATACCACTAAAG
Exon 4 ATGGTTAGAAGTGGCTTCCG AGAATTGCCTCAGCTCTTGG
rs231770 TCAAGTAATCTGTGGGGTGG AAAATGTCACAGGCCAAGC

eTable 1. Sequence of each pair of primers used to sequence the four coding exons of
CTLA4 and rs231770 genetic variant.
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La MG es una enfermedad heterogénea motivo por el cual se clasifica a los pacientes en
subtipos  fisiopatoldgicos, inmunolégicos, epidemiolégicos vy clinicos. Describir
adecuadamente los diferentes subtipos de la enfermedad permite conocer mejor el origen de
las diferencias en el prondstico de los pacientes. El objetivo principal de esta tesis es describir

clinica y fisiopatologicamente a los pacientes con miastenia gravis asociada a timoma.

La fisiopatologia de la MG asociada a timoma es diferente y menos conocida que la de la
MG no asociada a timoma. En el interior del timoma existe una desregulacién entre la
funcién activadora de los linfocitos T efectores y la inhibidora de los T reguladores.””” Sin
embargo, se desconoce la causa inicial de esta desregulacion. Un posible candidato implicado
en los procesos iniciales que desencadenan la autoinmunidad en los pacientes con MG
asociada a timoma es el CTLA4, un receptor principalmente expresado en la superficie de
los linfocitos T reguladores con papel inmunomodulador. Varios polimorfismos en el gen
CTI.A4 se han relacionado con una mayor probabilidad de desarrollar MG en los pacientes
con timoma.”™' Sin embargo, se desconoce si el riesgo de desarrollar MG asociado con estos

polimorfismos se debe a una expresion diferencial de CTLA4 a nivel timico.

El objetivo de nuestro estudio expuesto en el articulo 1 fue analizar la asociacion entre
polimorfismos en el gen CTI.A4, la expresion de CTLA4 a nivel timico y el riesgo de
desarrollar MG. Para ello utilizamos las muestras de timoma de 41 pacientes timectomizados
con o sin MG asociada conservadas en parafina en nuestro centro. Se realizaron tinciones
inmunohistoquimicas para CTLA4, BCL6 (para marcar centros germinales) y doble tincién
inmunofluorescente CD4-FOXP3 (para marcar linfocitos Treg). Comparamos el numero de
células positivas para los diferentes marcadores entre los pacientes con y sin MG. Ademas,
analizamos la relacion entre la expresion de CTLA4 en el timo con la cantidad de linfocitos
T reguladores, la presencia de centros germinales, asi como con diferentes caracteristicas
clinicas y pronosticas de la MG. Finalmente, secuenciamos el gen CTI.44 y medimos la

asociacion de los diferentes polimorfismos encontrados con la expresion de CTLLA4 y con la

probabilidad de desarrollar MG.

De los 41 pacientes con timoma 23 (56,1%) tenian MG. Los pacientes con MG fueron mas
jovenes (53.4 Vs 60.9 afios p=0.002), recibieron mas frecuentemente inmunosupresores
previos a la timectomia [16 (70,0%) Vs 2 (11,1%) p<0.001], tuvieron mas frecuentemente
timomas de tipo B segin la clasificacion histolégica de la OMS [16 (69,6%) Vs 4 (22,2%)
p=0,003] asi como mayor prevalencia de timomas invasivos [5 (21,7%) Vs. 1 (5,56%)]. 26 de
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los 41 pacientes tenfan otra enfermedad autoinmune diferente a la MG sin diferencias entre

el grupo de pacientes con y sin MG (5 en el grupo con MG, 6 en el grupo sin MG).

Los pacientes con timoma y MG presentaron un menor nimero de células CTLA4 positivas
en el imo en comparacién con los pacientes con timoma sin MG: 69,3 cells/mm?2 (IC 95%:
39,6-99,1) vs 674,4 cells/mm2 (IC 95%: 276,0-1024,0), p=0,001. Estas diferencias fueron
independientes del sexo, edad, subtipo histolégico del timoma y tratamiento inmunosupresor
previo a la timectomia. Mediante un analisis ROC encontramos como valor 6ptimo de
sensibilidad y especificidad 170 cel/mm?, valor por debajo del cual se produce MG con una
sensibilidad del 87% y una especificidad del 78%. No encontramos diferencias en el nimero
de células CTLA4 positivas entre los pacientes con otra enfermedad autoinmune asociada
(diferente a MG) y los pacientes sin ninguna enfermedad autoinmune asociada: 660,1
cels/mm* (IC 95%: 182,1-1138,0) vs 708,9 cells/mm2 (IC 95%: 90,8-1279,0), p = 0.9.
Encontramos una mayor cantidad de células CTLLA4 positivas a nivel medular que cortical:
3330,0 (AC 95%: 2,434.7-4,224.3) Vs 761,7 (IC 95%: 418,5-1104,8) p=0,002. No
encontramos diferencias significativas en cuanto a nimero de linfocitos reguladores timicos
(aquellos que expresan CTLLA4 de forma predominante) entre los pacientes con timoma con
y sin MG: sin MG 245,1 cel/mm?® (IC 95%: 221,1-269,1); con MG 252,7 cel/mm’ (IC 95%:
213,0-292,5); p=0.75. Tampoco encontramos diferencias significativas en el nimero de
linfocitos activados de los centros germinales (marcados con BCL6): sin MG 107,82 cel/mm?®
(IC 95%: 6,80-208,8) con MG 49894 cel/mm® (IC 95%: 0-1328,6); p=0.38. No
encontramos asociacion entre el nimero de células CTLLA4 positivas y el titulo de anticuerpos
anti-RACh, la respuesta a tratamiento medida mediante la escala MGFA-PIS a un afio tras la
timectomia o al final del seguimiento ni la farmacorresistencia.

En nuestra serie encontramos dos polimorfismos en el gen CTT.A4: 1231770 y rs231775.
El polimorfismo rs231775 se relacion6 con una mayor tendencia a desarrollar MG en los
pacientes con timoma, encontrandose el genotipo CC en el 63% de los pacientes con MG y
en el 37% de aquellos sin MG. Sin embargo, esta asociacion no fue estadisticamente
significativa. Este polimorfismo se asocié también con una expresion menor de CTLA4 en
el timo, aunque esta diferencia tampoco fue estadisticamente significativa (77.9 cels/mm?2
(IC 95% —51.5-207.5) vs 343.3 cells/mm2 (IC 95%: 126.2-560.4).

Ademas de unos mecanismos fisiopatologicos especificos, los pacientes con MG asociada a
timoma también presentan una caracteristicas clinicas y pronodsticas especificas. Sin embargo,
el conocimiento que tenemos sobre este tipo de pacientes se basa en series pequefias y con

resultados discordantes.”>”>’****! El objetivo del estudio presentado en nuestro segundo
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articulo es describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con MG asociada a timoma
comparandolas con aquellas del resto de pacientes con MG asociada a anticuerpos anti-
RACh. Ademas, nos propusimos determinar si la recidiva del timoma o la presencia de
lesiones irresecables se asociaba con un peor pronéstico de la MG. Para ello utilizamos el
Registro Espafiol de Enfermedades Neuromusculares llevado a cabo desde 2010 por

expertos en patologia neuromuscular de 30 centros nacionales.

De los 964 pacientes con MG asociada a anticuerpos anti-RACh incluidos, 148 (15,4%)
presentaban timoma. El tiempo medio de seguimiento de estos pacientes fue de 4,6 afos
(rango 1-28,2). En comparacion con los pacientes miasténicos sin timoma, los pacientes con
timoma de nuestra serie fueron mas jovenes (52,0 vs. 60,4 afios; p<0,001) y presentaron
formas mas graves de la MG segun la clasificacion MGFA al inicio de la enfermedad (OR:
1,6; 1C 95%: 1,15-2,21; p=0,005) y en el momento de mayor gravedad de la enfermedad (OR:
2,54; 1C 95%: 1,85-3,48; p<0,001). Tras corregir por diferentes factores de confusion,
encontramos que los pacientes con timoma presentaron peor respuesta a tratamiento medida
con la escala MGFA-PIS tras 1 y 5 afios del diagnostico (OR 1 ano: 3,05; IC 95%: 1,56-5,93;
p=0,001; OR 5 afios: 6,31; IC 95%: 3,13-12,73; p<<0,001) asi como mayor probabilidad de
farmacorresistencia (OR: 2,28; IC 95%: 1,18-2,61; p=0,005), mayor probabilidad de
presentar crisis miasténicas (OR: 2,97; 1C 95%: 1,83—4,80; p < 0,001) y mayor tasa de
mortalidad (HR: 2,46; 1C 95%: 1,47-4,14; p=0,001). 28 pacientes (18,9%) fallecieron durante
el seguimiento en el grupo de pacientes con timoma. La primera causa de muerte en este
grupo fue la diseminacién y recurrencia del timoma (8 pacientes), siendo la MG una causa
de muerte rara (1 paciente). No encontramos asociacion entre el subtipo histolégico ni el

estadio del timoma y el prondstico de la MG.

De los 148 pacientes con timoma se produjo recurrencia de este una vez realizada timectomia
con o sin radioterapia y quimioterapia acompafantes en 27 (18,1%) pacientes. La recurrencia
del timoma coincidi6é con un empeoramiento de la MG en la mitad de los casos (13/27),
pero sin diferencias en el pronoéstico a largo plazo determinado mediante escala MGFA-PIS
al final del seguimiento, farmacorresistencia y mortalidad. Quince pacientes presentaron
restos tumorales tras el tratamiento completo. Estos pacientes presentaron un peor
pronéstico de la MG. 8 de ellos fallecieron por complicaciones derivadas del crecimiento
tumoral. Solo 3 de los pacientes presentaron un control adecuado de los sintomas
miasténicos al final del seguimiento determinado mediante un estado de Minimas

Manifestaciones o mejor en la escala MGFA-PIS.
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En resumen, en esta tesis hemos descrito un biomarcador, el CTLLA4, asociado con el riesgo
de desarrollar MG en los pacientes con timoma. El CTLA4 se encontré expresado en menor
cantidad en el timo de los pacientes con timoma que desarrollaron MG en comparacioén con
aquellos que no desarrollaron esta enfermedad. Sin embargo, no pudimos demostrar que
estas diferencias se debieran a polimorfismos del gen CTT.A44. Por otra parte, encontramos
que los pacientes con MG asociada a timoma presentaban formas mas graves de la
enfermedad, con peor respuesta a tratamiento y mayor mortalidad. Ademas, aquellos que
presentaron recidivas del timoma asociaban frecuentemente empeoramiento de los sintomas
miasténicos y aquellos con lesiones no resecables generalmente presentaban una mala

evolucion de la MG, asi como una elevada mortalidad.
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En esta tesis nos propusimos caracterizar mejor al subgrupo de pacientes con MG asociada
a timoma. Para ello, en la primera parte de nuestro trabajo, recogida en el articulo 1,
estudiamos los mecanismos fisiopatologicos potencialmente implicados en el desarrollo de
MG en los pacientes con timoma. Los mecanismos por los que unos pacientes con timoma
desarrollan miastenia gravis y otros no son desconocidos. Diversos estudios apuntan a que
los linfocitos Treg cuya funcién es inmunomoduladora tendrian un papel destacado en la
fisiopatogenia de la enfermedad. La mayoria de los estudios no encuentran diferencias
cuantitativas en el numero de Treg en el timo o en sangre periférica entre pacientes con y sin
MG?® pero si diferencias cualitativas de estos linfocitos con una capacidad menor para
suprimir los mecanismos de autoinmunidad.”**** De la misma manera, en nuestro estudio
no hemos detectado diferencias en el numero de Treg en los timomas de pacientes con y sin
MG pero si una menor cantidad de células que expresan CTLA4. Este receptor se expresa
principalmente en la superficie de los Treg. Podemos por lo tanto plantear la hipotesis de
que esta disfuncion de los Treg sea al menos parcialmente debida a una menor expresion de

CTLAA4.

Una menor expresion de CTLA4 producitfa una menor capacidad inmunomoduladora de
los Treg lo que permitirfa que clones autorreactivos de linfocitos B productores de
anticuerpos anti-RACh escapasen a los mecanismos de control inmunolégico. En efecto, la
delecion de CTI.A4 en ratén produce una disfuncion de los linfocitos Treg con falta de
supresion de la respuesta inmune de células B en los centros germinales asi como un aumento
de produccion de inmunoglobulinas.” Para comprobar si en nuestros pacientes la reduccion
de CTLA4 se relacionaba con una mayor presencia de linfocitos B activos utilizamos el
marcador BCL6 que caracteriza a los linfocitos activados de los centros germinales. Sin
embargo, no encontramos diferencias significativas entre el nimero de células BCL6+ en los
timomas de pacientes con y sin MG ni relacién entre el numero de células CTLA4+ vy
BCL6+. Existe la posibilidad de que esta activacion se produzca en la grasa peritimica que
rodea al timoma como apuntan estudios previos** y por lo tanto al no disponer de suficiente
tejido peritimico en las muestras utilizadas no veamos diferencias en el numero de linfocitos

B activados.

Como se ha comentado en la introduccién, varios polimorfismos en el gen CTI.A4
implicados en una menor expresion celular del receptor se han asociado a un mayor riesgo
de desarrollar MG. Nos planteamos por lo tanto la posibilidad de que las diferencias

encontradas en el nimero de células CTLA4+ entre los pacientes con y sin MG fueran
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secundarias a polimorfismos genéticos. Encontramos la presencia de una variante
previamente descrita (rs231775) en el exén 1 del gen CTI.A4. Este polimorfismo A/G en la
posicion +49 da como resultado un cambio de aminoacidos (p.Thr17Ala) que produce un
procesamiento ineficaz de la proteina en el reticulo endoplasmico con un patrén de
glicosilacion diferencial y una disminucion del trafico hacia la supetficie celular.” El genotipo
GG se ha asociado con un mayor riesgo de enfermedad de Graves”, cirrosis biliar primaria®,
diabetes tipo 1% y otras enfermedades autoinmunes. Inesperadamente, este genotipo ha sido
descrito como protector para MG en pacientes con timoma en oposicioén a la asociacion
encontrada en todas las demés enfermedades autoinmunes.’’ En nuestro estudio,
encontramos una mayor proporciéon de pacientes con el genotipo GG que desarrollaron MG
que en el grupo de pacientes con genotipo AA y AG aunque estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica. S6lo 5 pacientes en nuestra muestra tenfan el genotipo GG lo que

puede explicar la falta de potencia estadistica.

En el segundo articulo nos propusimos caracterizar clinicamente al subgrupo de pacientes
con MG asociada a timoma comparandoles con un grupo de pacientes con MG sin timoma.

Encontramos varias diferencias significativas:

Los pacientes con timoma fueron mas jovenes al inicio de la MG que el resto. Los estudios
epidemioldgicos iniciales encontraban que la MG empezaba mas tarde en los pacientes con
timoma en comparacion con el resto de pacientes miasténicos.” Nuestra muestra se asemeja
mis a los resultados aportados por estudios més recientes® en los que la edad de inicio de la
MG es anterior en los pacientes con timoma. Una explicacién para este hallazgo podria ser
la elevada edad media de inicio en los pacientes de nuestra muestra (60,4 afios) en probable
relacion con el hecho de que la edad de inicio de la enfermedad esté aumentando a lo largo

56-58

de los afios mientras que la edad de inicio de la MG asociada a timoma se mantiene estable

(en torno a los 50 anos).

Los pacientes con timoma presentaron formas mas graves de la MG tanto al inicio como a
lo largo de la evoluciéon y mayor probabilidad de presentar una crisis miasténica. Es llamativo
que el tiempo medio transcurrido desde la timectomia hasta la primera crisis miasténica fue
de mas de 3 afios en los pacientes con timoma lo que indica que la mayor gravedad de la MG
asociada a timoma se mantiene a largo plazo a pesar de la timectomia. Esto concuerda con
la observacién de que la timectomia es menos eficaz a la hora de mejorar los sintomas de la
MG en los pacientes con timoma que en los pacientes con hiperplasia timica.” Como hemos

comentado previamente, es posible que estén implicados fenémenos de autoinmunidad a
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nivel periférico que perpetien la producciéon de autoanticuerpos incluso después de la
timectomia. Por otra parte, encontramos mayor mortalidad por cualquier causa en el grupo
de pacientes con timoma, aunque las principales causas de muerte en este grupo fueron el

crecimiento del propio timoma y la infecciones siendo raras las muertes por MG.

Los pacientes con MG asociada a timoma presentaron mayor tasa de farmacorresistencia.
Esto representa un hallazgo novedoso ya que ninguno de los estudios previos analizaba esta
variable en un nimero suficiente de pacientes con timoma. La MG es una enfermedad con
una gran variedad de opciones terapéuticas eficaces disponibles. Esto permite que la mayoria
de los pacientes se encuentren clinicamente estables a largo plazo. Sin embargo, estos
tratamientos no estan exentos de efectos secundarios y la necesidad de tener que cambiar
tratamientos o de mantener estos a dosis altas multiplica la probabilidad de presentar efectos
adversos por lo que la farmacorresistencia es una variable importante a tener en cuenta. En
nuestra muestra los pacientes con timoma precisaron mayor nimero de farmacos para
controlarse. Conocer la probabilidad de farmacorresistencia en funcién de las caracteristicas
de cada paciente permite individualizar tratamientos priorizando terapias de segunda linea
para los pacientes con mayor riesgo y limitando los cambios ineficaces de medicacion y la

acumulacion de efectos secundatrios.

Encontramos que la recidiva del timoma se asoci6 frecuentemente con empeoramiento de
los sintomas miasténicos. Esto plantea la necesidad de repetir pruebas de imagen toracica a
los pacientes con MG y antecedente de timoma que presenten empeoramiento de sus
sintomas miasténicos. A pesar de este empeoramiento, el prondstico a largo plazo fue similar
en los pacientes con recidiva del timoma en comparaciéon con aquellos con timoma no
recidivante lo que refleja la eficacia del tratamiento médico de la MG, asi como del
oncolégico. Una baja proporcion de pacientes con timoma presentaron lesiones irresecables.
Estos pacientes tuvieron un peor pronoéstico de la MG y mayor mortalidad. Generalmente
se intentan evitar los inmunosupresores en el grupo de pacientes con neoplasias activas lo
que dificulta el manejo de la MG. Ademas, estos pacientes son sistematicamente excluidos
de los ensayos clinicos de nuevos farmacos para la MG por lo que son necesarios estudios
que incluyan a pacientes con timoma activo para poder determinar el manejo mas eficaz de

la MG en estos pacientes.

En resumen, el estudio de forma especifica de los pacientes con MG asociada a timoma nos
ha permitido identificar un biomarcador, el CTLLA4, que se encuentra reducido en el timo de

estos pacientes y que podria desempefiar un papel en la patogenia de la enfermedad. Por otro
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lado, nos ha permitido determinar que se trata de un grupo con peor prondstico y que dentro
de este, los pacientes con timoma recidivante o irresecable representarfan un subgrupo de
especial riesgo. Por ello concluimos que los pacientes con MG asociada a timoma constituyen
una poblacién particular dentro de la enfermedad con unas caracteristicas clinicas e

inmunopatogénicas especificas.
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El nimero de células que expresan CTLLA4 se encuentra reducido en los timomas de
pacientes con MG en comparacién con aquellos sin MG. Existe una tendencia no

significativa a un mayor riesgo de desarrollar MG en los pacientes con el genotipo

GG del polimorfismo 15231775 del gen CTI.A4.

Los pacientes con MG asociada a timoma presentan una mayor gravedad de la
enfermedad, mayor mortalidad y mayor riesgo de farmacorresistencia. Las recidivas
del timoma coinciden frecuentemente con un empeoramiento a largo plazo. Los

pacientes con timoma no resecable representan un subgrupo de peor pronéstico.

El estudio especifico de los diferentes subgrupos de pacientes con MG pone de
manifiesto la gran heterogeneidad de esta enfermedad permitiendo por un lado
encontrar nuevas posibles dianas terapéuticas especificas y por otro lado, identificar
pacientes de mayor riesgo facilitando el tratamiento individualizado y en definitiva,

un mejor manejo clinico.

89



90



91

8.LINEAS DE FUTURO



92



En el primer articulo de esta tesis, se observé una disminucion en la cantidad de células
CTLA4+ en los timomas de pacientes con MG en comparacién con los de aquellos sin MG.
Para determinar si este hallazgo se debe a una menor expresion de CTLA4, se requieren
estudios con técnicas especificas para detectar la expresion proteica. La replicacion de este
estudio utilizando técnicas mas precisas como la citometria de masas, RNAseq o Simoa
proporcionaria datos adicionales sobre la implicacion de la expresion de CTLA4 en la
fisiopatogenia de la MG asociada a timoma. Ademas, serfa interesante ampliar estos estudios

a otros subgrupos de la enfermedad en investigaciones futuras.

Por otro lado, se encontré que ciertos polimorfismos del gen CTI.A44 se relacionaban con
mayor frecuencia con MG en pacientes con timoma, aunque estas diferencias no alcanzaron
significancia estadistica. Serfa necesario ampliar el tamafio de la muestra en futuros estudios
para confirmar o descartar este hallazgo. Ademas, en investigaciones posteriores, seria
interesante incluir otros biomarcadores tanto timicos como periféricos para determinar qué
procesos estan implicados en el desencadenamiento de la autoinmunidad y cuales son
simplemente epifenémenos. En caso de confirmarse la implicaciéon de CTLA4 en la
fisiopatogenia de la enfermedad, esto abrirfa la puerta a una nueva diana terapéutica.
Actualmente existen agonistas de CTLA4 que se utilizan en el tratamiento de otras

enfermedades autoinmunes y que podrian ser objeto de estudio para su aplicacion en la MG.

En el segundo articulo, se encontré que los pacientes con MG asociada a timoma conforman
un subgrupo con peor prondstico y mayor farmacorresistencia. Debido a la falta de evidencia
cientifica, no existen guias especificas para el manejo terapéutico de estos pacientes en la
actualidad. Es necesario llevar a cabo mas estudios que determinen si se beneficiarfan de
tratamientos mas agresivos desde el principio. La evidencia es aun mas escasa en los casos
de recidivas del timoma o lesiones persistentes. Estos pacientes, que son poco frecuentes,
presentan una evoluciéon de los sintomas miasténicos mas desfavorable. En muchas
ocasiones, el diagnéstico de la recidiva coincide con un empeoramiento de la MG, lo que
plantea la indicacioén de repetir pruebas de imagen en pacientes con MG asociada a timoma
y deterioro clinico. Sin embargo, se requieren estudios dirigidos para respaldar
adecuadamente esta recomendacioén. Ademas, en pacientes con timoma activo, suele existir
una limitacion del tratamiento inmunosupresor debido al temor de empeorar la evolucion de
la neoplasia. Estos pacientes son sistematicamente excluidos de ensayos clinicos, incluso
aquellos que evaltan farmacos nuevos con mecanismos especificos y menor riesgo potencial
de reducir la inmunidad tumoral. Por lo tanto, se necesitan estudios que incluyan a este grupo

de pacientes.
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Los resultados de esta tesis destacan la importancia de continuar investigando las
caracteristicas fisiopatologicas y clinicas de cada subgrupo de la enfermedad de manera
especifica. Esto permitirfa un manejo personalizado para cada paciente y el desarrollo de
terapias dirigidas y especificas. Es fundamental seguir explorando en profundidad los
mecanismos involucrados en la MG asociada a timoma, con el objetivo de mejorar el

prondstico y encontrar estrategias terapéuticas mas efectivas.
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