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1. Resumen

La neuromielitis 6ptica (NMO) es una enfermedad inflamatoria desmielinizante del
SNC que se caracteriza por la afectacién predominante de los nervios épticos y de
la médula espinal. Es una enfermedad minoritaria (prevalencia estimada 0,4-4
casos/100.000 habitantes), de predominio femenino, y una media de edad de
presentacion alrededor de los 39 afios, aunque también puede debutar en nifios y
ancianos. Mas del 90% de los pacientes presentaran un curso en forma de brotes,
y acumularan una alta discapacidad en poco tiempo. El 50% de los pacientes
necesitaran de la ayuda de un apoyo para andar o presentaran ceguera visual
legal (agudeza visual <1/10) en el plazo de 8,5-10 afios después del debut.
Inicialmente se considerd una variante de la esclerosis multiple (EM), pero la
implicacion de la inmunidad humoral en estudios patoldgicos, y posteriormente la
identificaciéon de un anticuerpo que se unia a un canal acuoso, la aquaporina4
(IgG-NMO/AQP4), que se expresa basicamente en los pies de los astrocitos,

permitio diferenciar claramente las dos entidades.

La identificacion de los IgG-NMO/AQP4 permitid, por una parte, expandir el
espectro clinico a formas limitadas, como mielitis transversa longitudinalmente
extensas (MTLE), o neuritis épticas (NO) recurrentes, y mas recientemente a
sindrome emético y/o hipo incoercible por afectacion del area postrema, y
establecer unos nuevos criterios en los que la afectacion clinica y/o radiolédgica
mas alla del nervio 6ptico y la médula no excluia el diagnéstico. Los pacientes con
anticuerpos IgG-NMO/AQP4 positivos y formas limitadas que no cumplen todos los
criterios, reciben el nombre de espectro de NMO. Entre un 20-35% de los
pacientes son seronegativos y el porcentaje es mayor cuando se incluyen formas
limitadas de la enfermedad (MTLE y NO). El papel patogénico de los IgG-
NMO/AQP4 se ha sugerido tanto en estudios in vitro como en modelos animales.
Pero se desconoce la fisiopatologia asociada en los pacientes seronegativos. No se

dispone de terapia curativa. El tratamiento va encaminado a minimizar el dafio



asociado al brote y a prevenir la aparicion de recurrencias. De ahi la importancia

de la identificacion precoz de los pacientes.

Objetivos:

1. Identificar nuevos anticuerpos que puedan estar implicados en la respuesta
patogénica humoral inmune en pacientes seronegativos (IgG-NMO/AQP4).

2. Caracterizar los antigenos identificados en el objetivo anterior.

3. Evaluar el efecto en modelos animales mediante inyeccion intracerebral de IgG

purificada.

2. Resultados

1. Hemos ampliado el arsenal de técnicas de deteccion de los anticuerpos IgG-
NMO/AQP4 y mejorado la sensibilidad, reduciendo los casos de NMO
seronegativos. Se estudiaron 103 pacientes con NMO y 122 controles con
enfermedades inflamatorias, a través de una técnica optimizada de
inmunohistoquimica (IHQ-0), y se comparé el resultado con un ensayo basado en
células in-house (CBA-ih) in vivo utilizando la isoforma M23 de la AQP4, y con uno
comercial (CBA-c) fijado. La sensibilidad de la IHQ-o fue similar a la de CBA-ihy
mejor que la del CBA-c, con una especificada de todas ellas del 100%. Nuestros
resultados previos, sensibilidad del 65% utilizando una técnica de
inmunohistoquimica convencional y CBA con la isoforma M1, mejoraron con las

nuevas técnicas, sensibilidad del 77% (referencia 1).

2. Hemos identificado que un 15% de los pacientes IgG-NMO/AQP4 seronegativos
presentan anticuerpos contra la glicoproteina de la mielina de los
oligodendrocitos (IgG-MOG), y su presencia se asocia a un mejor prondéstico.
Estudiamos 174 pacientes adultos con NMO y espectro asociado (MTLE, NO),

mediante CBA-ih transfectando la células con AQP4 o con MOG. Detectamos IgG-



MOG en el 15% de los pacientes seronegativos. Los IgG-MOG se asociaban mas
frecuentemente a NO, los IgG-NMO/AQP4 a NMO, y el ser seronegativo doble a
MTLE. Al comparar los pacientes en funcién del anticuerpo (AQP4 vs. MOG),
observamos que los pacientes IgG-MOG eran mas jovenes, no presentaban
predominio de mujeres (50%), el cuadro clinico con mayor frecuencia era
monofasico, y si bien en el debut la enfermedad presentaba la misma gravedad,
los pacientes se recuperaban mejor del episodio agudo y el prondstico final era

mas favorable (referencia 2).

3. Los pacientes caucdsicos con NMO y esclerosis multiple (EM) presentan una
distribucion alélica HLA-DRB1 diferente. El alelo DRB1*03 contribuye a ser IgG-
NMO/AQP4 positivo, pero los pacientes NMO seronegativos no son diferentes
respecto a los seropositivos. Estudiamos una cohorte de 22 pacientes NMO; de
ellos, 16 (73%) eran IgG-NMO/AQP4 positivos, y se comparo con 228 pacientes con
EMy 225 controles sanos. Los pacientes con NMO presentan una mayor
frecuencia del alelo DRB1*10. Al combinar el estudio con uno francés ya publicado,
observamos que la NMO se asociaba al alelo DRB1*03, y esto se relacionaba con la
presencia de IgG-NMO/AQP4. No hubo diferencias entre pacientes NMO

seropositivos o seronegativos (referencia 3).

4. La mayoria de las mielitis transversas longitudinalmente extensas (MTLE) son
idiopdticas, presentan un buen pronéstico y son mds frecuentes en pacientes con
el genotipo HLDA-DRB1*13. Estudiamos prospectivamente a 23 pacientes con
MTLE aislada de debut. La mayoria eran mujeres, media de edad de 45 afios 'y
discapacidad moderada-grave en el nadir. Los IgG-NMO/AQP4 se detectaron en 2
(9%) pacientes, anticuerpos antinucleares en 16 (70%) y genotipo DRB1*13 en 13
(57%). La frecuencia de DRB1*13 fue significativamente mayor a la observada en
pacientes con EM o NMO y controles sanos. Al final del seguimiento, 2 pacientes
pasaron a NMO, 1 a EM y 20 permanecieron como idiopaticos. La discapacidad en

el nadir fue predictora del prondstico final, asociandose la extensién de la mielitis



a riesgo de recurrencia. La mayoria de MTLE son inflamatorias idiopaticas

(referencia 4).

5. Hemos identificado que el 45% de los pacientes con neuritis optica (NO)
unilateral o bilateral, grave o recurrente aislada se presentan con un anticuerpo
asociado. Los pacientes con IgG-NMO/AQP4 tienen el peor pronéstico visual,
mientras que los que se asocian a Ig-MOG, su pronéstico es bueno y similar al de
los seronegativos. Estudiamos a 51 pacientes con NO aislada y 142 controles.
Analizamos la presencia de IgG-NMO/AQP4, IgG-MOG y anticuerpos contra la
subunidad alfa-1 del receptor de la glicina (IgG-RGly) mediante CBA-ih. Se
identificaron anticuerpos en 23 (45%) de los pacientes, incluyendo Ig-MOG en 10,
IgG-NMO/AQP4 en 6, e IgG-RGly en 7 (asociado a MOG en 3y a AQP4 en 1). Al final
del seguimiento, un 35% de los pacientes que permanecieron con el diagnostico
de NO idiopatica aislada presentaban un anticuerpo (MOG, RGly o0 ambos),
situacion que permitia asociarlo a un origen inmunomediado. Confirmamos que la
presencia de IgG-NMO/AQP4 es un marcador de mal prondstico visual, y la de 1gG-
MOG de buen prondstico. Los anticuerpos IgG-RGly parecen ser un marcador de
autoinmunidad asociada, pues también se detectan en pacientes con EM y otras

enfermedades neurologicas (referencia 5).

6. Hemos identificado que los pacientes con encefalitis anti-NMDAR pueden
desarrollar de forma concurrente o separada episodios desmielinizantes, y, al
revés, pacientes con NMO o con sindromes desmielinizantes y sintomas atipicos
pueden tener una encefalitis anti-NMDAR. Se analizé de una cohorte de 691
pacientes con encefalitis anti-NMDAR, los 23 pacientes que presentaron
enfermedad desmielinizante. A los pacientes se les analiz6 IgG-NMO/AQP4 e 1gG-
MOG mediante CBA-ih. Se identificaron dos grupos: 1) pacientes en los que la
encefalitis fue precedida o seguida de episodios de espectro de NMO o tronco o
multifocal (12 pacientes, 4 con IgG-NMO/AQP4 y 7 con IgG-MOG) y 2) pacientes
que asociaban de forma simultanea hallazgos clinicos y de resonancia de

enfermedad desmielinizante (11 pacientes, 5 de ellos IgG-NMO/AQP4 y 2 IgG-



MOG). Aunque la mayoria de los pacientes mejoraron con inmunoterapia, los
episodios desmielinizantes, en contraste con los de NMDAR, requirieron terapia

mas intensa y quedaron con mas secuelas (referencia 6).

7. El modelo animal de encefalitis autoinmune experimental mediante
transferencia pasiva en ratones C57BL/6 con MOG es util para evaluar el papel de
las células B en enfermedades mediadas por anticuerpos. Un estudio
comparativo, entre el modelo de encefalitis autoinmune experimental activa
(aEAE) y el de transferencia pasiva (tpEAE) en ratones C57BL/6, mostré que el
desarrollo de EAE era similar, pero los sintomas se iniciaban antesy la
discapacidad era mayor en los animales con tpEAE. El analisis de la médula espinal
demostré una mayor activaciéon glial y mas extensas areas de desmilinizacion en la
tpEAE que en la aEAE. Aunque los infiltrados inflamatorios, macréfagos y linfocitos
T, estaban presentes en médula espinal y cerebro de ambos modelos, los linfocitos
B estaban aumentados significativamente en el modelo tpEAE. La colocalizacion de
las células B con IgG y su predominante distribucion en areas de desmielinizacion
sugiere que células B secretoras de IgG estan implicadas en el proceso

neurodegenerativo asociado a la tpEAE (referencia 7).

8. Evaluacion del efecto de las IgG de los pacientes seropositivos y seronegativos.
Tras caracterizar el modelo in vivo anterior, pusimos en marcha el modelo de LPS
en ratones de la cepa C57BL/6. Este modelo desarrolla un proceso inflamatorio
sistémico que afecta al SNC y permeabiliza la barrera hematoencefalica. A los
animales se les administro intraperitonealmente IgG purificadas de pacientes IgG-
NMO/AQP4 positivos (n= 3), pacientes NMO seronegativos (n= 3), con esclerosis
multiple (n= 3) y sujetos sanos (n= 3). Tras 24 h de tratamiento, se extrajeron los
cerebros y las medulas espinales, y se procesaron por RT-PCR (evaluacion del
patrén génico inflamatorio y glial), por Western-blot (expresion de proteinas
inflamatorias y gliales) e immunohistologia (analisis de AQP4 y GFAP). También se
realiz6 un modelo con cultivos gliales primarios (40% oligodendrocitos, 35%

astrocitos, 10% microglia 'y 5% progenitores gliales) de células de médula espinal



de ratén, que fueron tratados con las mismas IgG purificadas de pacientes y
controles. Los cultivos fueron procesados por inmunohistoquimica: marcadores
gliales (GFAP, Iba-1 y CNPase), marcadores proinflamatorios (NOS2 y COS2) y
determinacion de 6xido nitrico; por RT-PCR: evaluacion de la expresion de genes
gliales (GFAP, Iba-1 y CNPase), proinflamatorios (NOS2, COX2, C/EBPg, IL1B, IL6,
TNFa y IFNYy) y antiinflamatorios (TGFgll, IL4 y C/EBPa) y Western-blot: expresion de
las proteinas correspondientes. Los resultados fueron presentados en el congreso
de la Federation of European Neuroscience Societies (referencia 8), pero no se han
publicado al invalidarse los experimentos por descubrirse con las nuevas técnicas
desarrolladas (resultados 1y 2) que una de las muestras utilizadas tanto en el poo/
de NMO seronegativos como de forma individual era en realidad de un paciente al
gue hemos detectado IgG-MOG a titulo alto, y otra era de una paciente con IgG-

NMO/AQP4 a titulo bajo.

3. Relevancia y posibles implicaciones

1. Hemos ampliado el arsenal de técnicas de deteccion de los anticuerpos IgG-
NMO/AQP4, y hemos mejorado la sensibilidad, reduciendo los casos de NMO
seronegativos. Todo ello facilita el diagndstico y poder instaurar una terapia

preventiva de forma mas precoz.

2. Hemos identificado un nuevo anticuerpo, IgG-MOG, presente en un subgrupo
de pacientes IgG-NMO/AQP4 seronegativos. Su identificacion es importante, dado
gue los pacientes presentan caracteristicas clinicas y pronosticas diferenciadas, y

esto tiene implicaciones a la hora de tomar una decisién terapéutica.

3. Hemos caracterizado el perfil clinico y evolutivo de los pacientes con mielitis
transversa longitudinalmente extensa. El principal factor prondstico es la gravedad
al inicio del cuadro neuroldgico, y es el principal marcador un genotipo

determinado de HLA-DRB1. En los pacientes con neuritis dptica grave o recurrente



aislada, el principal factor prondstico viene dado por la presencia de IgG-
NMO/AQPA4. El analisis de anticuerpos permite sugerir el origen inmunomediado

hasta en el 35% de los casos considerados idiopaticos.

4. Hay pacientes que pueden presentar de forma concurrente o separada una
encefalitis autoinmune, la encefalitis anti-NMDAR y una enfermedad
desmielinizante; este conocimiento es importante para poder diagnosticar y tratar

de forma precoz y adecuada a los pacientes, ya que el prondstico es distinto.

5. Hemos descrito que el modelo de encefalitis autoinmune experimental por
transferencia pasiva en ratones C57BL/6 con MOG puede ser Util a la hora de
evaluar el papel de las células B en enfermedades mediadas por anticuerpos, tal

como la NMO.
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