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1. Bases moleculares y celulares
de la esclerosis multiple

1.1. Clinica y curso de la esclerosis multiple

La esclerosis multiple (EM) es la causa mas comun de discapacidad neuroldgica
cronica gue comienza en la edad adulta temprana o media. Los sintomas de la EM se
deben ala desmielinizacion del sistema nervioso central (SNC) y sus consecuencias
en el dafo axonal, neuronal y glial. Incluyen debilidad en una o mas extremidades,
trastornos sensoriales, pérdida de vision monocular (neuritis optica), vision doble
(diplopia), inestabilidad de la marcha y ataxia. A medida que la enfermedad avanza,
aparecen disfuncion de la vejiga, fatiga y sensibilidad al calor. Los déficits cognitivos
son comunes, especialmente en casos avanzados, dandose pérdida de memoria,
problemas de atencion, procesamiento lento de la informacion vy dificultades para
cambiar entre tareas cognitivas. El 60% de los pacientes se deprimen vy la tasa de
suicidio es 7,5 veces mas comun que en la poblacion de la misma edad.

El curso de la EM presenta 4 patrones @ (Figura 1). Aproximadamente, el 85%
de los pacientes experimentan EM remitente-recurrente (EM-RR), caracterizada
por el inicio brusco de los sintomas vy episodios de empeoramiento (brotes) con
recuperacion completa o parcial (remision). Entre estos episodios, los pacientes
pueden estar clinicamente estables, experimentar una progresion gradual de la
discapacidad o una combinacion de ambos. El 50% de los pacientes con EM-RR
evolucionan hacia a EM secundaria progresiva (EM-SP) dentro de 10 afhos desde
la aparicion de la enfermedad. La fase progresiva secundaria se caracteriza por
progresion gradual de la discapacidad con o sin superposicion de recaidas. Por el
contrario, los pacientes con EM progresiva primaria (EM-PP, aproximadamente el
10% de los pacientes con EM) sufren discapacidad progresiva desde el inicio sin
recaidas superpuestas. Por otra parte, los pacientes con EM recurrente progresiva
padecendiscapacidad desde el inicio de la enfermedad, gue mas tarde se acompana
de una o0 mas recaidas; este patron clinico afecta al 5% de los pacientes.
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Figura 1. Las etapas de la esclerosis multiple (EM)®. La EM comienza antes de que los sintomas
clinicos sean evidentes y puede visualizarse en la resonancia magnética como un sindrome
radioldgicamente aislado (RIS). Luego suele manifestarse como un sindrome clinicamente
aislado (CIS), al que sigue una etapa de recaidas y remisiones, caracterizada por episodios
discretos de disfuncién neuroldgica con remisidn. La etapa progresiva implica un empeoramiento
constante de la discapacidad vy, por lo general, evoluciona desde la etapa de recaidas y
remisiones, aunque algunos pacientes pueden tener una enfermedad progresiva desde el inicio
(EM progresiva primaria). Los hallazgos radioldgicos incluyen lesiones visibles con gadolinio y
una disminucion del volumen cerebral medido por la atrofia. Los tratamientos actuales se dirigen

a las formas recurrentes de EM, pero no son eficaces en la EM progresiva.
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1.2. Bases inmunoldgicas de la esclerosis multiple

Conceptualmente, la patogénesis de la EM consta de 2 procesos diferentes pero
superpuestos y conectados: la fase inflamatoria y la neurodegenerativa @. Lo
mas probable es que la enfermedad comience con la pérdida axonal que se va
acumulando, de forma que la conversion de recurrente-remitente a progresiva
secundaria tenga lugar una vez que dicha pérdida supera la capacidad del SNC
para compensar funcionalmente el dafio subyacente.

El modelo autoinmune de la patogenia de la EM proporciona un marco conceptual Util
pero incompleto para comprender la compleja variedad de factores que conducen a
la pérdida de la homeostasis inmunitaria, la mielina y la lesion axonal, y los sintomas
neuroldgicos progresivos . Asi, la vision neuropatoldgica tradicional de la EM se
representa en la Figura 2A, que destaca la lesion del SNC como consecuencia de una
respuesta autoinmune. Por otra parte, la hipotesis alternativa propone que la activacion
de las células autoinmunes se produce de forma secundaria al dafo inicial en el SNC
y COMO consecuencia de la liberacion prolongada de antigenos neurales (Figura 2B).

A nivel mecanistico, al inicio de la respuesta inflamatoria se activan linfocitos
con potencial encefalitogénico, que, tras unirse a los receptores en las células
endoteliales, atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE) provocando la pérdida
delahomeostasis del sistemainmune que causa la activacion policlonal no especifica
de ceélulas T y B por antigenos bacterianos o virales, con homologia estructural
entre una proteina propia y una proteina en el patdgeno, mediante mimetismo
molecular. Una vez activadas, las células T expresan integrinas, que median la union
a las células endoteliales capilares de la BHE. A medida que las células T activadas
migran a traves de la BHE expresan gelatinasas (metaloproteinasas de matriz -
MMP-) responsables de la lisis de la lamina basal subendotelial. Una vez en el SNC,
las células T patdgenas se reactivan con fragmentos de antigenos de mielina que
provocan en ultima instancia la respuesta autoinmune vy el dafio desmielinizante.

En paralelo, los linfocitos B acantonados en los espacios de Virchow-Robin y meningeos
producen anticuerpos gque atacan la mielina y destruyen los axones mediante sus
mecanismos efectores: opsonizacion, que facilita la fagocitosis por macrofagos; fijacion
del complemento; o estimulacion de citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos que se unen a las células asesinas naturales. La contribucion de los linfocitos
B a la EM explica los efectos terapeuticos que muestra la administracion sistémica del
anticuerpo monoclonal anti-CD20 humanizado rituximalb gue elimina los linfocitos B,
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Figura 2. Modelos de la patogénesis de la esclerosis multiple (EM) @. La visidn neuropatoldgica

tradicional de la EM (A) destaca la lesion del sistema nervioso central (SNC) como consecuencia
de una respuesta autoinmune. Una hipdtesis alternativa (B) propone que la activacion de las
células autoinmunes se produce como consecuencia de las agresiones toxicas a las células del
SNC. Las infecciones, por ejemplo, pueden ser asintomaticas, pero causan efectos citopaticos en
las células objetivo en el curso de una respuesta antiviral. La liberacién prolongada de antigenos
neurales puede entonces inducir respuestas inflamatorias.

1.3. El dafo neurodegenerativo en la esclerosis multiple

La pérdida de mielina en la EM ralentiza la propagacion de los potenciales de accion
y provoca los sintomas neuroldgicos. Ademas, los axones carentes de mielina sufren
dafo estructural desde los inicios de la enfermedad, que se acumula de forma
progresiva causando pérdida axonal, atrofia cerebral y discapacidad neuroldgica
irreversible en la EM. Ademas, aumenta la extension y la frecuencia de las lesiones
focales, se reduce el marcador neuronal N-acetil aspartato y aparece pérdida de
plasticidad y conectividad funcional @. La desmielinizacion da como resultado una
reduccion en el soporte de los axones, asi como la redistribucion de los canales
ionicos, potencial desestabilizacion de la memlbrana axonal, excitabilidad reducida
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y blogueo de la conduccion (Figura 2). Los axones inicialmente pueden adaptarse
y restaurar la conduccion, lo que explicaria las remisiones, pero en Ultima instancia
aparecen signos degenerativos distales y retréogrados que finalmente producen su
deterioro irreversible. Por lo tanto, la promocion temprana de la remielinizacion y
la preservacion de los oligodendrocitos disponibles es un objetivo terapéutico de
gran importancia en la EM.

Por otra parte, la microglia residente activada en el proceso inflamatorio puede
contribuir a la lesion del SNC mediante la liberacion de oxido nitrico vy radicales de
oxigeno, y citocinas proinflamatorias. El dxido nitrico contribuye a la liberacion de
acido glutamico que produce excitotoxicidad oligodendroglial y neuronal a traves
de los receptores glutamatérgicos AMPA vy kainato . Asimismo, el proceso neuro-y
oligodegenerativo altera la homeostasis del ATP, que a su vez contribuye al proceso
excitotoxico mediante la activacion de receptores purinérgicos ©. Finalmente,
la pérdida de oligodendrocitos y mielina impide el soporte metabdlico al axon
necesario para la propagacion del potencial de accion. Este déficit energético es
causado por el desacople de la sehalizacion axonmielinica iniciada con la liberacion
de glutédmico, activacion de los receptores de NMDA en los oligodendrocitos vy
mielina, e inicio de la captacion de glucosa, generacion de lactato y transporte
al axon ©® (Figura 3). Las consecuencias iniciales de este cortocircuito son el
enlentecimiento de la conduccion nerviosa y en Ultima instancia el dafio estructural
de los axones.
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Figura 3. Senalizacién del receptor NMDA oligodendroglial acoplado a la actividad eléctrica
axonal ®, Después de la mielinizacion, los receptores NMDA responden al glutamato axonal
liberado ™ al paso del potencial de accidn, ajustando las necesidades de energia, mediante @

la translocacidn de transportadores de glucosa adicionales en oligodendrocitos y mielina, vy el
incremento de la captaciéon de glucosa (regulacion feed-forward). Los productos de la glicdlisis
® se utilizan inicialmente para la sintesis de ATP vy lipidos ®. Posteriormente, los oligodendrocitos
maduros liberan lactato (o piruvato) al axén ® para la produccién de ATP mitocondrial ©®.



Paradigmas experimentales y biomarcadores
emergentes en esclerosis multiple: qué y

LECCION

como hemos avanzado en la obtencidn de
nuevos farmacos

2

BIOMA DORES
DE LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

2. COmo se investiga la esclerosis
multiple: modelos experimentales

Los distintos aspectos moleculares y celulares, asi como las diversas etapas de
la EM no se pueden recapitular experimentalmente de forma conjunta en un solo
modelo. Por ello, es necesario hacer uso de diferentes paradigmas y aproximaciones
experimentales enfocadas aaspectos concretos de laenfermedad. Hay basicamente
3 tipos de modelos animales de EM, todos ellos ampliamente empleados para
modelar los diferentes aspectos de la patologia: 1) desmielinizaciéon inducida por
virus; 2) encefalomielitis experimental autoinmune; y 3) desmielinizacion provocada
por toxinas. En el primero de ellos, la desmielinizacion se produce mediante la
infeccion de ratones con el virus de la encefalomielitis murina de Theiler y menos
frecuentemente con el virus de la hepatitis del ratdn. Esta infeccion produce
inflamacion y desmielinizacion en el cerebro vy la médula espinal, que esta mediada
por células (CD)4+ y CD8+, células T, células B, microglia y macréfagos.

2.1. La encefalomielitis experimental autoinmune

Las bases moleculares y celulares de la EM se investigan en modelos celulares y
animales, si bien estos Ultimos constituyen la base del rastreo farmacologico. Entre
estos modelos animales sobresale por encima de todos el de la encefalomielitis
experimental autoinmune (experimental autoimmune encephalomyelitis ~-EAE-)
. Hay muchas variantes de este modelo, siendo el de la EAE cronica en ratones
C57B6/L el mas usado. Consiste en la inmunizacion mediante la inyeccion
subcutanea de una emulsion de adyuvante de Freund completo (CFA) junto con
un fragmento de 20 residuos de la glicoproteina asociada a los oligodendrocitos vy
la mielina (MOG,_ ..) en ratones hembra de 8 a 10 semanas de edad. La respuesta
se potencia mediante la administracion intraperitoneal de toxina pertussis, que
abre la barrera hematoencefalica, en el dia de inmunizacion y 2 dias después.

Los ratones inmunizados desarrollan paralisis progresiva a partir de los 10-11
dias postinmunizacion gque comienza por la cola, progresa por las extremidades
posteriores, alcanzandolas superioresy ocasionalmente lamuerte. Esladenominada
faseinflamatoriadela EAE cronica.Unavezalcanzadoel picodelossintomasentorno
al dia 20 postinmunizacion, los sintomas remiten ligeramente de manera lenta como
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consecuencia de la capacidad reparadora del dafo inmunoldgico, en la denominada
fase neurodegenerativa. Ambas fases, neuroinflamatoria y neurodegenerativa, son
de interés para el desarrollo de farmacos inmunomoduladores y neuroprotectores,
respectivamente. Sin embargo, los desarrollos con éxito terapéutico actuan todos
sin excepcion en la fase inflamatoria, impactando de forma secundaria sobre el
estado clinico en la fase neurodegenerativa.

El modelo de EAE cronica tiene muchas variantes segun los antigenos utilizados
para inmunizar actden sobre los linfocitos B y T, como la mielina glicoproteina
de oligodendrocitos (MOG), la proteina basica de mielina (MBP), la glicoproteina
asociada a mielina (MAG) vy la proteina proteolipida (PLP). Estos antigenos
peptidicos se emulsionan en el CFA, un potenciador de la inmunogenicidad de los
autoantigenos en la induccion de EAE, inyectado posteriormente para inducir la
desmielinizacion y neuroinflamacién en ratones.

Una manera ilustrativa de mostrar la gran variedad de modelos de EAE, incluidos
los de EAE aguda v los de la EAE activa y adaptativa, es el estudio de la influencia
de las hormonas sobre su inicio y curso -véase la revision en”-. La Tabla 1 muestra
un resumen grafico de los modelos animales de EAE utilizados para estudiar
hormonas del hipotalamo. Asimismo, la Figura 4 ilustra los efectos de la eliminacion
de la microglia en el curso de la EAE ®.

Tissue Hormone QPEnAaEI ;n:ldsétlram Gender | Age :En;ngl}l:ggst?ofgr Reference
Hypothalamus Thyrotropin-releasing LWS rat M NA IrSCH [39]
hormone (TRH) C57BL/6 F 6-8 weeks  MOG35-55 [40]
Gonadotropin-releasing LWS rat F NA gpBH [41]
hormone (GnRH) LWS rat F 3-4 months  gpBH [42,43]
Growth hormone-releasing  GMM F 6 weeks MOG35-55 [44]
hormone (GHRH)
Corticotropin-releasing LWS rat F NA gpSCH [46]
hormone (CRH) LWS rat M NA 9pMBP 1271
GMM NA 6-8 weeks  MOG35-55 [47]1
Somatostatin (SST) DA & OA rats M Adult CFWMH [48]
AO rats M 2-3 months | bBH [49]
C57BL/6 mice F 6-8 weeks | MOG35-55 [50]
Pineal gland Melatonin (SJL x PL/J) F1 mice  NA 12 weeks gpSCH [51]
LWS rat M&F 8-12 weeks | rSCH [52]
C57BL/6 mice F 8 weeks MOG [53]
C57BL/6 mice F 6-8 weeks  MOG35-55 [54]
LWS rat F 5-6 weeks | GPSCH [55]
C57BL/6 mice F 6-8 weeks | MOG35-55 [56]
C57BL/6 mice F 6-8 weeks | MOG35-55 [57]
Abbreviations: gpSCH - guinea pig Spinal Cord Homogenate; gpBH - guinea pig Brain Homogenate; Ir'SCH - lewis rat Spinal Cord Homogenate; CFWMH - Calf Brain
g;r\’ti;:;l:ttézr:‘cg:ogenate‘ bBH - bovine Brain Homogenate; rSCH - rat Spinal Cord Homogenate; DA - Dark Agouti rats; AO - Albino Oxford; GMM - Genetically

Tabla 1. Resumen de las variantes de modelos de encefalomielitis experimental autoinmune (EAE).
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Figura 4. Efectos de la eliminacion de la microglia en el inicio y la progresiéon de los sintomas
motores en la encefalomielitis experimental autoinmune (EAE) ®,

2.2. Las lesiones desmielinizantes mediante intoxicacion

Los modelos de desmielinizacion basados en toxinas se usan para estudiar los
mecanismos de desmielinizacion primaria y posterior progresiva remielinizacion
autonoma y/o favorecida por farmacos. La desmielinizaciéon se puede iniciar
mediante la inyeccion de toxicos como la lisolecitina, lipopolisacarido o etidio
bromuro en areas de sustancia blanca para crear una lesion focal en el lugar de la
inyeccion, o bien mediante la ingesta de cuprizona, gue produce desmielinizacion
regional. En ambos casos, el modelo de lesion es principalmente inside-outside,
a saber, la lesion inicial no tiene componente inmunoldgico obvio, si bien puede
generar una respuesta neuroinflamatoria inicial con repercusiones sistémicas.

El modelo de la cuprizona, un gquelante del cobre, se basa en la administracion de
esta sustancia durante 6 semanas, lo que induce la desmielinizacion de estructuras
cerebrales especificas. A pesar del amplio uso de la cuprizona, aun se desconoce
el mecanismo por el cual induce la desmielinizacion. A pesar de ello, hay 2
modos de accion distintos pero superpuestos para la desmielinizacion inducida
por cuprizona: 1) dafo que se origina dentro del oligodendrocito, causado por
disfuncion mitocondrial o reduccion de la sintesis de proteina de mielina (dafo
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celularintrinseco); y 2) dafio al oligodendrocito ejercido por moléculas inflamatorias,
células residentes en el cerebro, como oligodendrocitos, astrocitos y microglia, o
células inmunitarias periféricas: neutrofilos o células T (daho celular extrinseco)
@ Los detalles de este modelo experimental se pueden ver en una publicacion
reciente de nuestro laboratorio .

La lisofosfatidilcolina, comunmente denominada lisolecitina, se ha utilizado en
modelos de mamiferos, incluidos ratones, ratas, conejos, gatos y monos macacos, y
Mas recientemente el pez cebra, parainducir lesiones desmielinizantes en la médula
espinal y el cuerpo calloso. Las inyecciones de lisolecitina al 1% son suficientes
para inducir la desmielinizacion en el SNC de estos animales; posteriormente, se
evidencia la repoblacion de progenitores de oligodendrocitos, su diferenciacion
y posterior remielinizacion. La cronologia de los eventos celulares, un ejemplo
de remielinizacion espontanea y otro en el que esta favorecida por la aplicacion
intraperitoneal de baclofeno, un agonista de los receptores GABA-B, estan descritos
en un articulo reciente de nuestro laboratorio .
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3. Biomarcadores establecidos
y emergentes en la esclerosis
multiple

3.1. Marcadores diagnodsticos

La herramienta de diagnostico mas fiable para la EM es la resonancia magnética,
mientras que en general carecemos de biomarcadores de las enfermedades
neurologicas; todo ello a pesar de que se estan logrando avances significativos
para paliar este déficit ™.

Los biomarcadores se pueden obtener de 2 fuentes diferentes: del liquido
cefalorraquideo (LCR) vy de la sangre. Los biomarcadores del LCR pueden darnos
una vision mas precisa del estado inflamatorio del SNC en comparacion con los
biomarcadores sanguineos; sin embargo, la obtencion del LCR es un procedimiento
mucho mas complicado y doloroso. Entre los biomarcadores del LCR, los mas
relevantes son la cadena ligera de los neurofilamentos (NfL) vy los marcadores de
inmunoglobulinas, como las bandas oligoclonales.

Los biomarcadores se dividen en diferentes grupos segun el estadio de avance
de la enfermedad o el dafo tisular acumulado. Algunos biomarcadores seran mas
prominentes cuando haya dafio axonal, mientras que otros ponen de manifiesto el
componente inflamatorio de la enfermedad o la disfuncion glial (Figura 5) @,



Paradigmas experimentales y biomarcadores

LECCION emergentes en esclerosis multiple: qué y

como hemos avanzado en la obtencidn de
nuevos farmacos

BIOMA DORES
DE LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Axonal damage

Cellular studies
Metabolomics
Future "+ Microbiome
i Integratnd ———s. Clanonites
Approach
" Proteomics

Extracellular Vesicles

GFAP MBP, MOG

Figura 5. Biomarcadores actuales y futuros ™. Actualmente, hay biomarcadores candidatos
gue representan varios procesos como desmielinizacién, disfuncién glial, dafilo axonal y neuronal,
asi como proinflamacion. Estos pueden ser contrarrestados por la reparacion axonal y neuronal,
la remielinizacion y la antiinflamacion. Un enfoque de biomarcador compuesto ayudara a
cuantificar el estado de la enfermedad de cada paciente. El futuro enfoque integrado con la
bioinformatica y el aprendizaje automatico, combinando estudios celulares, metaboldmica,
microbioma, gendmica, protedmica y vesiculas extracelulares, conducira a una mejor
comprension del estado de la enfermedad de cada paciente individual. La disponibilidad de
mejores biomarcadores de diagndstico y prondstico conducird a mejores objetivos terapéuticos
y terapias personalizadas en el futuro. CXCL: ligando de quimiocina con motivo C-X-C; IFN:
interferén; sCD40L: CD40L soluble.

3.2. Biomarcadores de dano axonal y neuronal

Se ha encontrado que los niveles de NfL estan elevados en diferentes formas
de la EM, especialmente en la progresion entre EM-RR y EM-SP (Tabla 2) . En
comparacion con los grupos de control, se detectaron niveles mas altos de este
biomarcador durante la recaida activa y la recaida aguda en pacientes con EM.
Ademas, después del tratamiento modificador de la enfermedad, dichos niveles
tienden a bajar, lo que corrobora la eficacia de estos tratamientos. Los altos niveles
de NfL se han relacionado con lesiones de resonancia magnética mas prominentes;
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sin embargo, esto no se puede generalizar a todos los pacientes. Parece que, a
veces, los niveles altos de NfL no se correlacionan con las lesiones activas de
resonancia magnética y que esto podria deberse a otros factores. Por lo tanto,
siempre se deben realizar resonancias magnéticas para asegurarse de que ambos
factores se correlacionen. Este biomarcador también se ha mostrado beneficioso
en cuanto a su capacidad pronodstica. En un estudio militar, concluyeron que los
niveles de NfL aumentaron 6 afos antes de la aparicion de los sintomas de la EM.
Es importante considerar que este es un biomarcador valioso en cuanto a grupo
y que no debe usarse para evaluar si un individuo tiene EM, ya que también se
encuentran valores mas altos de este biomarcador en otras infecciones y muchas
enfermedades neurodegenerativas.

Potential

Biomarker Study Population (n) | Sample Results Possible Utility
RRMS e ooy (19 CcsF Correlated with RRMS progression to SPMS [42]
RRMS (41), SPMS (25), CSF Increased during active and acute relapse in MS patients

controls (50) compared to healthy controls [43]

Strong associated between CSF and serum levels; serum
RRMS (62), SPMS (3), CSF levels lower with disease-modifying treatment; serum levels
PPMS (16), CIS (48), RIS N positively correlated with age and higher in older patients
(13), controls (87) during relapse and associated with higher risk of relapse and
EDSS worsening [45]

Lower levels associated with active treatment, with larger
decreases in NfL levels with high-potency treatments.
Associated with T2 lesion volume over time; no association
between higher levels at disease onset and higher long-

serum

RRMS (435), SPMS (54),
PPMS (25), CIS (93) term EDSS scores nor any association with relapse activity

NfL overtime; large overlap between the baseline level in MS
patients and controls who may have migraine or
conversion disorder [47]

Serum
Predictive, prognostic,
treatment response

RRMS (15) Serum Associated with clinical or MRI disease activity [48]
SET cohort: RRMS (163) Lower levels associated with lower probability of recent
GeneMSA cohort: Serum | imaging disease activity; higher levels associated with
RRMS (179) higher number of active MRI lesions [49]
RRMS (35), PPMS (17), Serum Higher baseline levels associated with higher hazard
CIS (15) ratio of developing EDSS 4 after 15+ years [51]
MS (60) Serum Levels were increased S|E<5§(]ears prior to onset of MS
MS (955) Serum Levels were elevated ong;]fter EBV seroconversion

Las referencias bibliogréficas citadas numéricamente entre paréntesis se pueden obtener en la referencia ™

Tabla 2. Resumen documentando el uso de la cadena ligera de los neurofilamentos (NfL) como
marcador en la esclerosis multiple.

Por otra parte, la proteina tau vy la proteina precursora de amiloide también se
pueden encontrar en niveles elevados después del dafno axonal o durante la
desmielinizacion o la desmielinizacion en la glia reactiva; sin embargo, se usan con
mas frecuencia para el diagnostico diferencial.
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En cuanto al dafo neuronal, hay consenso en que la proteina 14-3-3 se asocia
con una mayor discapacidad de la enfermedad, asi como con una afectacion mas
extensa de la médula espinal ™. Aungque puede tener un buen valor prondstico, los
niveles de esta proteina suelen ser indetectables en la gran mayoria de la poblacion.
Por otro lado, se ha encontrado que la enolasa especifica de neuronas tiene niveles
elevados en el LCR vy el suero en pacientes que sufren traumatismo cerebral, lesion
cerebral hipdxica y hemorragia cerebral. Cuando se trata de EM, generalmente no
hay diferencia entre los pacientes con EM vy los controles, aunque los niveles tienden
a ser mas bajos en sindrome clinicamente aislado (cl/inical isolated syndrome -CIS-
) en comparacion con los controles.

3.3. Biomarcadores gliales y de la mielina

La proteina acida fibrilar glial (GFAP) se expresa en astrocitos maduros y sus niveles
se encuentran mas altos en el LCR de pacientes con EM-SP en comparacion con
pacientes con EM-RR, lo que significa que GFAP podria ser un biomarcador Util
gue arrojara algo de luz sobre la progresion de la enfermedad.

Por otra parte, los niveles plasmaticos de proteina SI008 son mas altos en
pacientes con un fenotipo mMas progresivo de la enfermedad (EM-SP y EM-PP).
Sin embargo, la gran mayoria de los estudios no han podido encontrar diferencias
estadisticamente relevantes en el LCR v la proteina STO0B sérica entre el CIS vy los
controles sanos, asi como con otros subtipos de EM @9,

El oxido nitrico inhibe la actividad del citocromo ¢ oxidasa y, por lo tanto, dafa las
mitocondrias. Dado que existe literatura relacionada con la disrupcion bioenergética
en la EM, este biomarcador puede usarse para asociarlo a la enfermedad, ya que
los estudios han encontrado niveles elevados de este marcador en pacientes con
EM en comparacion con los controles. Los biomarcadores de disfuncion glial se
detallan en la Tabla 3.
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Potential . Possible
Biomarker Study Population (n) Sample Results Utility

Patients with SPMS had higher levels than

ceap MS (503), controls (252) CSF those with RRMS [78]
Associated with greater disabilities and
RRMS (20), SPMS (21), PPMS (10), controls (51) CSF relapse [79]
No difference between MS patients and
RRMS (41), SPMS (25), controls (50) CSF controls [43]
CSE No difference between CIS patients and
CIS (21), controls (20) R controls; no correlation with EDSS score
serum [62]
S100b No difference between various clinical Prognostic
RRMS (25), SPMS (23), PPMS (16) Plasma subtypes of MS [75]
Highest levels in order of PPMS, SPMS, then
RRMS (20), SPMS (21), PPMS (10), controls (51) CSF RRMS, with all higher than controls [79]
RRMS (9 with acute exacerbations, 3 stable), chronic Plasma Acute exacerbations results in higher levels

progressive (8 with acute exacerbations, 3 stable)

Only detectable in 4 out of 144 MS patients
AQP4 MS (144), NMO (37) Serum but detectable in 21 out of 37 NMO
patients [83]

Diagnostic
Undetectable in all MS patients and
RRMS (27, SPMS (&), P(F;I‘J)S (5), controls (14), NMO Serum controls, but detectable in 14 out of 24
patients with NMO [84]
CSF, Increased in MS patients compared to
NO RRMS (8), SPMS (8), PPMS (1), controls (8) serurn controls [85] Associated
MS exacerbation (24), MS remission (17), MS CSF Increased in MS patients compared to marker

controls [86]

GFAP = glial fibrillary acidic protein; AQP4 = anti-aquaporin 4; NO = nitric oxide; NMO = neuromyelitis optica.
Las referencias bibliograficas citadas numéricamente entre paréntesis se pueden obtener en la referencia

progression (20), tension headache (8), controls (11)

Tabla 3. Biomarcadores de disfuncidn glial en la esclerosis multiple.

Por otra parte, entre los biomarcadores de mielina/desmielinizacion se encuentran
la MBP vy la MOG. La MBP aumenta en el LCR de pacientes con EM, especialmente
durante las exacerbaciones agudas, a diferencia de los controles y los fenotipos
mMas progresivos. Finalmente, la MOG se utiliza con fines de diagnostico, ya que se
han encontrado diferencias en los tipos de células mieloides del LCR en sujetos con
neuroinflamacion, incluida la EM vy su trastorno asociado conocido como trastorno
anti-MOG 9,

3.4. Buscando nuevos biomarcadores

La medicion de los cambios en los mediadores inmunitarios vy las citocinas en el
LCR pueden reflejar el tipo vy la progresion de la enfermedad. La quimiocina CXCL13
parece estar elevada en el LCR de pacientes con EM-RR en comparacion con el
control, asi como en la conversion de CIS a EM. Esto significaria que CXCL13 podria
estar potencialmente asociada con la progresion y la duracion de la enfermedad.

El precursor de quitinasa-3-/ike-1 aumenta en los niveles de LCR de muchos
pacientes con enfermedades inflamatorias del SNC, asi como en lesiones cerebrales
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en pacientes con EM. Los niveles séricos y en LCR de esta molécula aumentan
segun el estadio de la enfermedad, mostrando niveles mas bajos en LCR en los
fenotipos progresivos frente al fenotipo EM-RR.

Las proteinas de choqgue térmico (HSP) 70 y 90 se correlacionan con un mayor
riesgo de desarrollar EM. Los pacientes con EM muestran niveles mas altos de
proteinas de choque térmico en suero en comparacion con los pacientes sanos.
Estos niveles son, sin embargo, mas bajos que en otras enfermedades neuroldgicas
inflamatorias. Por lo tanto, este biomarcador podria utilizarse con fines diagnosticos.

Las cadenas ligeras libres kappa (anticuerpos del suero plasmatico) se pueden
utilizar como biomarcadores para predecir la enfermedad y su progresion. Estos
anticuerpos aumentan en pacientes con EMy se correlacionan conuna discapacidad
futura. Los pacientes con CIS con niveles mas altos de cadena ligera libre kappa
(KFLC) en el LCR tuvieron una conversion mas temprana a EM.

El dcido uUrico es otro marcador asociado cuyos niveles estan disminuidos en
pacientes con EM en comparacion con otras enfermedades neuroldgicas. Un
estudio argumenta que el aumento de los niveles de urato no conduce a un mayor
riesgo de desarrollar EM vy, por lo tanto, este marcador no debe usarse con fines de
diagnostico.

Alternativamente, las micromoléculas de ARN se pueden identificar en el suero
y el LCR de los pacientes mediante una PCR. Estan desregulados en el sistema
inmunitario y el SNC de los pacientes con EM y esta regulacion al alta o a la baja
puede conducir a una alteracion en la expresion génica en células mononucleares
de sangre periférica y lesiones de sustancia blanca en el cerebro de pacientes con
EM. miR-19a, miR-21, miR-22, miR-142-3p, miR-146a, miR-146b, miR-155, miR -210,
MiR-233 y miR-326 estan regulados al alza. miR-15a, MmiR-19a, miR-22, miR-210 vy
MiR-223 también estan regulados al alza en las células T reguladoras (Treg) v en el
plasma vy las células sanguineas de los pacientes con EM %,

Por otra parte, los exosomas (EV) se pueden usar para comunicarse entre
células vy viajar grandes distancias en el cuerpo. Esta capacidad los hace ideales
para monitorizar la progresion vy la actividad de la enfermedad de la EM @, Se
encuentra que los EV aumentan en el LCR v el plasma de los pacientes con EM
y tienen composiciones moleculares diferentes en comparacion con los EV de
individuos sanos. Un estudio encontrd que los pacientes con EM-RR tenian miARN
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significativamente alterados en comparacion con los controles, especificamente
un aumento en el MIARN let-7i en los exosomas. Se ha descrito un mayor numero
de exosomas totales del LCR para pacientes con EM. En general, las vesiculas
extracelulares se pueden utilizar con fines de prondstico, ya que se encuentran
niveles mas altos de estas vesiculas en pacientes con EM en comparacion con los
controles sanos vy, la mayoria de las veces, este fendmeno se correlaciona con la
actividad y la gravedad de la enfermedad.

De todos estos biomarcadores, los NfL es el mas usado con fines diagnosticos y
pronosticos. Sin embargo, dado que todavia no se pueden usar para diagnosticar
pacientes individuales, los cientificos estdn combinando la presencia de este
biomarcador con otros biomarcadores, como los que se encuentran a lo largo de
este articulo, para refinar el diagnodstico de la enfermedad. Los nuevos avances
tecnoldgicos, como la transcriptdmica, la protedmica vy la metaboldmica, estan
descubriendo nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas.

Conclusiones

La EMesunaenfermedad muy heterogénea en cuanto al curso clinico, al diagndstico
y alarespuesta al tratamiento. Hay una necesidad urgente de buscar biomarcadores
de fluidos corporales simples y confiables que ayuden al diagndstico vy la prediccion
del pronodstico clinico y del tratamiento. Los biomarcadores tradicionales de la EM
todavia tienen un valor clinico limitado, con excepcion de las bandas oligoclonales.
Por tanto, hay un interés creciente en nuevas moléculas con valor diagndstico y/o
pronostico.

El marcador estrella (gol/d standard) de la EM son los niveles de NfL, cuya fiabilidad
esta limitada para evaluar la recaida o la progresion de la enfermedad . Sin
embargo, no es un marcador especifico de la EM, pues sus valores aumentan en los
traumatismos craneoencefalicos leves, con las infecciones y en otras enfermedades
neuroldgicas o comorbilidades. Ademas, no es obvio como valorar el impacto de
otras variables de confusion, como la edad, el indice de masa corporal y el volumen
de sangre. Por otra parte, la inflamacion y las lesiones activas de los pacientes
cursan con un pico repentino en sus niveles de NfL. Por lo tanto, los aumentos
en los niveles de NfL pueden ser mas indicativos de neuroinflamacion que de
neurodegeneracion en la EM.
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Algo parecido ocurre con los otros biomarcadores sehalados para el daflo axonal
y neuronal, la disfuncion glial y la desmielinizacion. Por lo tanto, serd necesaria una
combinacion de diversos biomarcadores de distinta indole, asi como tratamiento
bioinformatico, para desarrollar paneles de estos, que sirvan como herramientas
Utiles para predecir la recaida y la progresion de la EM.

Las tecnologias dmicas (protedmica, metaboldmica, sc-RNA seq, véanse ejemplos
en la Tabla 4) pueden contribuir en los proximos afos al descubrimiento de nuevos
biomarcadores y dianas terapéuticas para la progresion de la EM. En particular, los
microARN v las vesiculas extracelulares tienen gran potencial como biomarcadores.
Los primeros representan un mecanismo importante en el control de la expresion
génica en la patofisiologia de la EM, mientras que los segundos ofrecen perspectivas
novedosas en la transferencia de cargo diverso a larga distancia, incluido el
contenido de la mielina.

Potential
Biomarker

Possible
Utility

Study Population (n) Results

Decreased levels of PC(34:3), PC(36:6),

RRMS (24), controls (30) | Plasma  pr 410y and PC(38:1) phospholipids [155]

RRMS (106), PMS (176),
controls (127), pediatric MS Plasma Decreased secondary bile acids [156]
(31), pediatric controls (31)

Alteration in aromatic amino acid

MS (637), controls (317) Plasma metabotoxins [157]
Metabolomics Retrospective longitudinal Identified metabolic signature consist Prognostic
cohort: MS (238), controls (74) Plasma of hormones, lipids, and amino acids
Prospective cohort: MS (61), associated with MS and with a severe
controls (41) disease course [158]

RRMS in relapse (38), last

relapse (LR) between 1 to Identified four metabolites including lysine,

asparagine, isoleucine, and leucine, which
g_r;frggit(ﬁfgif bL%t\rq/%erg Plasma showed a consistent trend with time away

than 24 months ago (101) from relapse [159]

miRNAs = micro-RNAs, EVs = extracellular vesicles; DMF = dimethyl fumarate; NFkB = nuclear factor kappa beta; Th = T helper; Tem = effector
memory T cells; Tregs = regulatory T cells; Bregs = regulatory B cells; Tn = naive T cells; Tcm = central memory T cells; Ig = immunoglobulin;
ASM = acid sphingomyelinase; TLR = toll-like receptor; KLKB1 = kallikrein B1; ApoE4 = apolipoprotein-E4; PC = phosphatidylcholine; PE =
phosphatidylethanolamine; SCFAs = short-chain fatty acids.

Las referencias bibliograficas citadas numéricamente entre paréntesis se pueden obtener en la referencia @

Tabla 4. Futuros posibles empleando metabolédmica en la esclerosis multiple.
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