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Abreviaturas (por orden alfabético)

A: activa

ADC: coeficiente de difusion aparente (apparent diffusion coefficient)
BET: herramienta de extraccion cerebral (brain extraction tool)
BHE: barrera hematoencefalica

BOC: bandas oligoclonales

CA: cronica activa

CS: croénica silente

Cx: cortex

BrdU: bromodesoxiuridina

Cd: caudado

CDA: coeficiente de difusion aparente

CHI3LI1: chitinasa 3-like-1

D: derecho/a

DE: desviacion estandar

DIS: diseminacion en espacio

DIT: diseminacion en tiempo

DM: difusibilidad media

DTT: tensor de difusion (diffusion tensor imaging)

Dx: diagnostico

EAE: encefalitis aguda experimental

EDSS: Escala expandida de discapacidad (Expanded Disability Status Scale)
EM: esclerosis multiple

EMAD: encefalomielitis aguda diseminada

EMP: esclerosis multiple progresiva

EMPP: esclerosis multiple primaria progresiva

EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente

EMSP: esclerosis multiple secundaria progresiva

Ep: epéndimo

FA: fraccion de anisotropia

FDT: FMRIB Diffusion Toolbox

FPC: fraccion de parénquima cerebral
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FSL: FMRIB software library

GFAP: glicoproteina fibrilar acida

H: hombre

I: izquierdo/a

IFN: interferon

Ig: inmunoglobulina

LCR: liquido cefalorraquideo

LB: linfocito B

LT: linfocito T

LV: ventriculo lateral (lateral ventricle)

M: mujer

MIPAV: Medical Image Processing Analysis and Visualitation
NF-I: neurofilamentos de cadena ligera

NMO: neuromielitis 6ptica

OB: bulbo olfatorio (olfatory bulb)

OCT: tomografia por coherencia dptica

PCNA: célula proliferante (proliferating cell nuclear antigen)

PET: tomografia por emision de positrones

PIRA: progresion independiente de brotes (progression independent of relapses
activity)

PP: primaria progresiva

PSA-NCAM: forma polisacarida de la molécula de adhesion de célula neuronal
PSC: porcentaje de senal de cambio (percent signal change)

PSS: esclerosis solitaria progresiva (Progressive Solitary Sclerosis)
RAP: progresion asociada a brotes (relapses associated progression)
RIQ: rango intercuartilico

RM: resonancia magnética

RM BOLD: resonancia magnética nivel dependiente de oxigenacion de sangre (blood
oxygenation level dependent)

ROI: region de interés (region of interest)

RR: remitente recurrente

SAMS: EM con brote tnico (Single Attack Multiple Sclerosis)
SAP: EM progresiva con brote Unico (Single Attack Progressive)

SB: sustancia blanca
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SBAP: sustancia blanca aparentemente normal
SCA: sindrome clinico aislado

SD: desviacion estandar (standard deviation)

SG: sustancia gris

SI: sistema immune

SN: sistema nervioso

SNC: sistema nervioso central

SP: placa en sombra (del ingles “shadow” plaque)
SP: secundaria progresiva

SPM: statistical parametric mapping

St: estriado

TME: tratamientos modificadores de la enfermedad
VCN: volumen cerebral normalizado

ZSV: zona subventricular
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1. INTRODUCCION







1.1 Definicion de esclerosis multiple, criterios diagnosticos y tratamiento.

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad de origen desconocido en la que
probablemente estén involucrados tanto factores genéticos [1], provocando una
susceptibilidad individual, como factores ambientales [2, 3]. En la EM coexisten
mecanismos patogénicos derivados de procesos inflamatorios, degenerativos y fallos
de la reparacion del sistema nervioso central (SNC) [4-7]. Se inicia
fundamentalmente en el adulto joven, entre los 25 y 35 afios de edad, suponiendo la
primera causa de discapacidad en este grupo de edad tras los accidentes de trafico [8].
Existe un predominio de afectacion en el sexo femenino, con ratio hombre/mujer de
2:1 [4]. La prevalencia de la EM es diferente segun el area geografica, siendo mayor
en el norte de Europa, el sur de Australia y Norteamérica [9]. En la Gltima década se
ha registrado un aumento en la incidencia y prevalencia de la EM. La prevalencia en
Europa oscila entre 10 y 188 casos por cada 100.000 habitantes, con una incidencia
anual media de 4 casos por cada 100.000 habitantes, lo que supone que es la
enfermedad neurologica autoinmune crénica mas frecuentes en paises desarrollados
[4, 8-10]. La supervivencia de los pacientes con EM ha aumentado tras la aparicion de

los tratamientos modificadores de la enfermedad (TME) [11].

La patogenia de la EM esta mediada por el sistema inmune (SI), quedando demostrado
por:
- Existencia de células inflamatorias en las lesiones de EM [12].
- Susceptibilidad de la enfermedad ligada a genes relevantes de la respuesta
inmune [13].
- Produccion de enfermedades inflamatorias y desmielinizantes del SNC tras la
inyeccion de antigenos o linfocitos T en animales susceptibles [14].
- Modificacion del curso de la enfermedad por el tratamiento

inmunomodulador/inmunosupresor [15].

En la EM existe una respuesta reguladora defectuosa y, mediante mecanismos a dia de
hoy desconocidos, los linfocitos Th17 autorreactivos activados en la periferia pueden
penetrar en el SNC y, una vez alli, aumentar la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE) mediante la secrecion de las interleucinas (IL-17 e 1L-22),

desencadenando una respuesta inflamatoria en la que linfocitos Thl, linfocitos T
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citotoxicos, linfocitos B y células plasmaticas pueden entrar en el SNC y dar lugar a
los infiltrados perivenulares caracteristicos de la enfermedad. La activacion de la
respuesta Th2, con linfocitos T CD4+, promueve una produccion de interleucinas (Il1-
2, IFN-gamma y TNF-alpha) responsables de la activacion de macréfagos y
fagocitacion de la mielina. La respuesta CD8+ citotoxica es responsable del dafio

directo sobre el oligodendrocito [14, 16, 17].

La respuesta humoral mediada por el linfocito B también tiene un papel fundamental
en la patogenia de la EM, con produccién de inmunoglobulina G (IgG) capaz de fijar

complemento y contribucion a activar a los linfocitos T [18, 19].

La EM se caracteriza por tener dos periodos clinicos claramente definidos: un primer
estadio dominado por la presencia de episodios agudos de disfuncidon neurolégica con
recuperacion mas o menos completa; y un segundo estadio caracterizado por la
progresion constante de la discapacidad neuroldgica sin signos evidentes de

inflamacion aguda.

En el primer estadio de la enfermedad, el SI adaptativo (linfocito T y B) juega un
papel importante; en la fase tardia, la progresiva, parece que la respuesta queda
confinada en el SNC y que las células del SI innato (microglia) cobran una mayor

relevancia [20, 21].

Las lesiones en EM pueden ser detectadas mediante resonancia magnética (RM)
convencional [22], se caracterizan por desmielinizacion, inflamacion, dafio y pérdida
axonal y gliosis reactiva, con una gran heterogeneidad, tanto entre diferentes
individuos, como en un mismo individuo en funcion del estadio de la enfermedad [12,

23, 24].

No existe ningin marcador diagndstico de certeza para el diagnoéstico de EM, por lo
que el diagnostico definitivo solo se podria hacer mediante los hallazgos patologicos
que definen la enfermedad. En la practica clinica diaria el diagndstico de EM se basa
en la combinacién de los sintomas y signos clinicos caracteristicos, junto a las lesiones
tipicas de RM y la presencia bandas oligoclonales (BOC) tipo IgG, expresion de la
sintesis intratecal de IgG restringida al SNC, en el liquido cefalorraquideo (LCR) [25,
26]. Estos criterios se basan en documentar la diseminacion en espacio (DIS) y en

tiempo (DIT) de las lesiones debidas a un proceso inflamatorio restringido al SNC y
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nos permiten diagnosticar la EM ante el primer brote clinico tipico, mejorando cada
vez mas la sensibilidad y especificidad [26, 27].

Para demostrar la DIS por RM se utilizan los criterios propuestos por Swanton y cols.
en 2006, con presencia de al menos una lesion en dos de las siguientes localizaciones

caracteristicas: periventricular, yuxtacortical, infratentorial y/o médula espinal [28,

29].

Para demostrar la DIT por RM, se utilizan los criterios propuestos por Montalban y
cols en 2010, con aparicion de al menos una nueva lesidon en secuencias ponderadas en
T2 y/o una lesion con realce de gadolinio en una RM de seguimiento respecto a la RM
basal, independientemente de cuando se realice; o, también seria suficiente para la
DIT la coexistencia simultanea en una RM de lesiones que realcen gadolinio con
lesiones que no lo hagan, asumiendo el diferente estadio evolutivo y por tanto la
aparicion en diferentes tiempos [30]. La ultima actualizacion de los criterios
diagnésticos corresponde a McDonald 2017, en las que las novedades aportadas se
resumen en: las lesiones sintomaticas (de localizacion en tronco cerebral y médula
espinal) tienen valor para contribuir a la DIS y la presencia de BOC en LCR implica
cumplir el criterio de DIT, sin necesidad de objetivar la presencia simultdnea de
lesiones en distinto estadio radiologico, esperar a la aparicion de una nueva lesion en

una RM diferida o a un nuevo brote clinico [26].

Para el diagndstico de EM primaria progresiva (EMPP) siempre ha tenido relevancia
el estudio de LCR. A nivel clinico se exige la presencia de afectacion sugerente de
enfermedad desmielinizante progresiva durante al menos un afio, ya sea documentado
de forma retrospectiva o prospectiva, mas 2 de los siguientes criterios: 1) evidencia de
DIS a nivel cerebral, con al menos una lesion en localizacién caracteristica
(periventricular, yuxtacortical o infratentorial), 2) evidencia de DIS a nivel medular,
con presencia de 2 lesiones en secuencia T2 localizadas en médula espinal, y 3)
documentacién de sintesis intratecal en LCR, con presencia de indice IgG elevado o

al menos 2 BOC [26].

Actualmente disponemos de farmacos, TME, que, al menos a corto plazo, pueden
modificar la historia natural de la enfermedad [31-41]. En la primera fase de la
enfermedad conocida como EM remitente recurrente (EMRR) predomina el proceso

inflamatorio focal, en forma de brotes clinicos o lesiones activas en la RM. Sabemos
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que existe un fendbmeno de degeneracion axonal también desde el inicio, que se hara
mas evidente conforme evolucione la enfermedad. La discapacidad de los pacientes
depende tanto de los brotes clinicos, con las secuelas que pueden derivar de ellos [42],
como de la discapacidad acumulada secundaria al proceso de neurodegeneracion
progresivo, lo que ha dado lugar a la definicion de dos conceptos: PIRA, de sus siglas
en inglés -progression independent of relapses activity- y RAP -relapses associated
progression- [43—46].

Las TME aprobadas actualmente para el tratamiento de la enfermedad van dirigidas
contra la actividad inflamatoria y los mecanismos patogénicos subyacentes a la misma
(presentacion antigénica, produccion/activacion de célula T y/o B, regulacion de
subpoblaciones de linfocitos T colaboradores, migracion a través de la BHE...). Por
tanto, las TME son altamente eficaces en las formas de EMRR y algunas formas
progresivas de la enfermedad que presentan brotes o lesiones activas en RM,
consiguiendo en estos casos gran control de la actividad inflamatoria. Es un objetivo
fundamental administrarlos de forma precoz, ya que se ha demostrado que con ello
podemos modificar el prondstico a corto y medio plazo de la enfermedad [47, 48].
Estos farmacos tienen escaso papel sobre los mecanismos patogénicos subyacentes a
la neurodegeneracion o remielinizacion en la EM, por lo que no han demostrado
influir de forma significativa en el acimulo progresivo de discapacidad que ocurre en
los pacientes de forma independiente de los brotes o las lesiones activas en la RM
[49]. Por ello, actualmente no existe ningun tratamiento aprobado para las formas
progresivas de la enfermedad sin actividad.

Una vez que con las TME actuales podemos controlar la actividad inflamatoria de la
mayor parte de los pacientes con EM, es prioritaria la blisqueda de nuevos farmacos o
herramientas terapéuticas que puedan tener un mecanismo mas neuroprotector, que
puedan prevenir o influir sobre los mecanismos subyacentes a la degeneracion axonal

o ayudar a estimular los mecanismos de remielinizacion.
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1.2 Historia natural de la esclerosis multiple.

En la mayoria de los pacientes, en torno al 85%, la enfermedad se diagnostica con la
forma clinica llamada EMRR, donde predomina la inflamacion focal. Esta inflamacion
se expresa a nivel clinico en forma de brotes, que quedan definidos como aparicion o
empeoramiento de sintomas neurologicos compatibles con afectacion de SNC (por
ejemplo mielitis, neuritis Optica o afectacion de tronco cerebral, cerebelo o
hemisférica), ya sea de forma uni o multifocal, manteniéndose los sintomas mas alla
de 24 horas y con resolucion o mejoria posterior [50, 51]. La inflamacién a nivel
radiologico la podemos objetivar con aparicion de lesiones de caracter desmielinizante
en RM convencional en secuencia T2 o lesiones que realzan contraste en secuencia de
RM TI. La evolucion clinica/radiolégica en esta primera fase EMRR es muy
heterogénea e impredecible. Puede ser evidente la aparicion de un tUnico brote o
pueden ocurrir multiples, afectando de forma repetida a diferentes zonas del SNC. La
intensidad de los mismos también es muy variable, ya que pueden ser leves y que se
resuelvan los sintomas de forma espontdnea y por completo, o pueden ser mads
intensos y dejar secuelas mas o menos incapacitantes e irreversibles.

Cuando los pacientes alcanzan la edad aproximada de 40-45 afios, lo que normalmente
supone unos 10-20 afos de evolucion de la enfermedad, se pone de manifiesto de
forma insidiosa el paso a la forma clinica conocida como esclerosis multiple
secundaria progresiva (EMSP), en la que se hace evidente el acimulo progresivo de
discapacidad de forma independiente de los brotes o de la aparicion de nuevas lesiones
inflamatorias en la RM. La evolucion de los pacientes en esta segunda fase se hace
mas homogénea [45, 47, 52].

Existe una minoria, en torno al 10 % de los pacientes, en los que la enfermedad se
pone de manifiesto de forma mas tardia, en torno a los 40-45 afios de edad, y se hace
evidente desde el punto de vista clinico con una discapacidad lentamente progresiva
desde el inicio, en ausencia de brotes previos. Esta forma clinica es conocida como
EMPP y la evolucién clinica podria ser superponible a los pacientes con EMSP [52].
Cuando en la forma progresiva de EM se superponen brotes clinicos, se conoce EM
progresiva recurrente (EMPR) y esto puede ocurrir hasta en el 40% de los casos de los
pacientes que iniciaron una EMPP [52].

Recientemente se ha modificado la caracterizacion de fenotipos clinicos [52]. Ademas

de la EMRR, se reconoce la enfermedad desde el primer brote, lo que es conocido
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como sindrome clinico aislado (SCA). Ambas formas clinicas pueden ser activas o no
activas, entendiendo como actividad la presencia de brotes clinicos o inflamacion por
RM. Por lo tanto, un SCA activo ya directamente se convierte en EMRR (figura 1).
Una propuesta mas reciente considera que los pacientes con un Unico brote y criterios
de DIS y DIT, deberian ser llamados como EM con brote tnico (mas conocido como
SAMS, de sus siglas en inglés, Single Attack Multiple Sclerosis) [53], debiéndose
abandonar el termino SCA, para evitar el sobre-diagnostico que ha ocurrido en los
ultimos 10 afios. En cuanto a las formas progresivas, la EMSP, EMPP y EMPR,
quedan unificadas a EM progresiva (EMP), y se clasifican segun si existe actividad
(brotes o inflamacion en RM) y/o progresion (empeoramiento progresivo objetivo de
la discapacidad independiente de brotes). En el grupo de EMP también debemos
incluir a los pacientes que presentan una forma progresiva de la enfermedad tras haber
presentado un Unico brote previamente (SAP, de sus siglas en inglés Single Attack
Progressive) y a los pacientes con una unica lesion visible en RM, normalmente a
nivel medular, que posteriormente también presentan un curso progresivo (PSS, del
inglés Progressive Solitary Sclerosis), ambos indistinguibles del curso progresivo de la
EMSP y EMPP [53-57].

Existen diversos estudios neuropatoldgicos y clinicos que han tratado de aclarar la
naturaleza de la relacion entre inflamacion y degeneracion, asi como la influencia de la
inflamacioén previa (brotes e inflamacion en RM) sobre la degeneracién posterior
(progresion de discapacidad) [44, 45, 47, 58—64].

Clasicamente se habia considerado que el dafio axonal y la degeneracion producida en
la EM eran principalmente consecuencia de la inflamacién y la desmielinizacion,
considerandose una enfermedad puramente inflamatoria producida por dafio inicial de
la mielina. Varios estudios epidemioldgicos y de historia natural de la enfermedad
ponen de manifiesto las limitaciones de esta vision clasica, planteando el dilema de si
la EM es una enfermedad inflamatoria o si realmente se trata de una enfermedad
neurodegenerativa desde el inicio. En diversos estudios mas recientes se ha
demostrado que la afectacion patolégica axonal, que es la que fundamentalmente
determina la discapacidad a largo plazo de los pacientes, estd presente desde el inicio
de la enfermedad [43, 53] (figura 2).

Confavreux y cols describieron factores prondsticos que condicionaban la evolucién
clinica de los pacientes en los primeros afos de la enfermedad; como la edad, el sexo,

los sintomas iniciales, el grado de recuperacion tras el primer brote, el tiempo
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transcurrido entre los brotes o el numero total de brotes [44, 58]. Estos mismos autores
enfatizaron que estos factores pronosticos no modificaban la evolucion posterior de los
pacientes, es decir, la evolucion en la fase progresiva de la enfermedad era similar en
todos ellos, independientemente de la evolucion inicial que hubieran tenido, lo que se
conoce como el “fenomeno amnésico” de la enfermedad [58].

Para explicar dicho fenémeno se postula que el SNC tiene una “reserva funcional”
capaz de compensar al inicio los déficits que se van produciendo consecuencia del
acumulo de lesiones multiples y difusas de la enfermedad, pero llega un momento en
el que el SNC claudica y no puede seguir compensando dichos déficits, momento en el
que comienza la progresion irreversible de la discapacidad. Esta teoria se basa en
estudios de RM funcional, que demuestran como el cerebro cada vez precisa reclutar
mas areas de actividad para ejercer una misma funcion, hasta que llega un punto en
que ya no se pueden reclutar mas y, consecuentemente, los déficits no pueden ser
compensados [65, 66].

Los estudios clasicos de historia natural de la enfermedad centrados en la forma
progresiva remarcan que la evolucion de los pacientes con forma SAP, EMSP y
EMPP es superponible, concluyendo que la fase progresiva de la enfermedad es un
proceso neurodegenerativo comun independiente de la inflamacion clinica objetivada
al inicio de la enfermedad y que se trata de un proceso degenerativo dependiente de la
edad [67]. Los trabajos de historia natural de la EM que estudian el inicio y evolucion
de la forma progresiva de la enfermedad confirman que este proceso se hace evidente
a nivel clinico en la mayoria de los pacientes al llegar a una determinada edad critica,
que coincide aproximadamente entre los 40-45 afios [68, 69] No obstante, trabajos
como el de Koch y cols, advierten que los pacientes que comienzan con los primeros
sintomas a una edad mas temprana, también alcanzaran una discapacidad establecida a
una edad mas precoz, dejando intuir que es el tiempo de evolucion de la enfermedad
mas que la edad, el que determinaré la claudicacion del SN [70]. Existen otros muchos
estudios que remarcan la independencia entre la inflamacion y la degeneracion de la
enfermedad, concluyendo que durante los afos iniciales de la enfermedad la
discapacidad puede ser dependiente de la inflamacion (discapacidad dependiente de
brotes), pero, a partir de los 10 afios de evolucion de la enfermedad, la inflamacion
inicial tiene una influencia minima en la discapacidad final (discapacidad

independiente de brotes) [45, 46].
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Para medir la discapacidad en EM en la practica clinica y en investigacion se usa la
escala EDSS (Expanded Disability Status Scale) [71]. Esta escala ordena la
discapacidad desde 0 (ningun sintoma o signo de la enfermedad) a 10 (muerte por la
enfermedad). Existen puntos clave como el 3-4 (alguna discapacidad para caminar, ya
no es capaz de correr), el 6 (necesidad de un apoyo para caminar) y el 7 (dependencia
de silla de ruedas). A pesar de la independencia entre la fase inflamatoria y
degenerativa de la enfermedad que se desprende de los estudios de historia natural,
existen estudios que ponen de manifiesto que el tiempo a alcanzar una discapacidad
critica de EDSS=3 determina la velocidad para alcanzar la discapacidad de 6, 8 o 10
[47]. Dado que en la discapacidad inicial si puede tener influencia la inflamacion (al
menos la discapacidad dependiente de brote), estos datos tienen implicaciones
terapéuticas, ya que de ellos deriva el objetivo terapéutico de intentar alargar lo
maximo posible el tiempo en el que los pacientes alcancen esta discapacidad critica
con los farmacos actuales, muy eficaces en controlar la inflamacion. En la actualidad
no disponemos de tratamientos eficaces aprobados para controlar o cambiar la
evolucion de la fase progresiva de la enfermedad en ausencia de actividad, responsable
de la mayor parte de la discapacidad de los pacientes, lo cual hace imprescindible la

investigacion centrada en nuevas dianas terapéuticas.

1.3 Marcadores subrogados de progresion de la discapacidad en esclerosis multiple.

Si bien los mecanismos patogénicos exactos de la EM son desconocidos, cada vez
existe mas evidencia de que los procesos tanto inflamatorios como neurodegenerativos
responsables de la enfermedad coexisten desde el inicio. La transicion a la forma
progresiva se caracteriza por reduccion de la actividad inflamatoria evidente en forma
de brotes o lesiones nuevas en RM, reduccion de la densidad de linfocitos T y
extension de gliosis en el SNC [72, 73]. El estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial
y el fallo en la remielinizacion son hechos que también caracterizan a esta etapa tardia
de la enfermedad. Conforme evoluciona la enfermedad la inflamacion se hace menos
evidente y tiene unas caracteristicas diferentes, como el predominio de la inmunidad
primaria innata y la activaciéon de la microglia, que sera finalmente toxica para las
neuronas y oligodendroitos [74], ademds de producir reclutamiento de linfocitos y

macrofagos en SNC, disrupcion de BHE, perpetuar el dafio por estrés oxidativo y
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disfuncion mitocondrial, y por tanto, reducir la neuroplasticidad e interferir en la

remielinizacion eficaz [75].

En los pacientes en los que con el paso del tiempo se pone de manifiesto de forma
evidente a nivel clinico la forma progresiva de la enfermedad, es probable que ésta
estuviera presente desde el inicio, aunque no hayamos sido capaces de detectarlo con
los métodos diagnosticos de los que disponemos en la actualidad. Existe una tendencia
creciente en la investigacion del desarrollo de biomarcadores que nos permitan
detectar desde el inicio, ante el primer brote clinico, qué pacientes son los que
presentan una forma progresiva de la enfermedad, que se pondra de manifiesto con el
paso de los afos, en forma de acimulo progresivo e irreversible de discapacidad,
cuando ya hayan fracasado los mecanismos de compensacion del SNC y el proceso
neurodegenerativo sea clinica y radiologicamente manifiesto [43, 53]. A continuacién
se detallaran los principales marcadores usados en la actualidad, tanto de imagen como
bioldgicos, que pueden ser de utilidad como marcadores subrogados de discapacidad

en EM.
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Figura 1. Fenotipos clinicos principales de esclerosis multiple y su evolucion a lo largo del
tiempo. En estadios iniciales predomina el proceso inflamatorio focal expresado en forma de
brotes y lesiones visibles en RM convencional. Conforme evoluciona la enfermedad se pone
de manifiesto el proceso neurodegenerativo difuso expresado en forma de atrofia y progresion

de discapacidad, aunque, en menor medida y sin que sea evidente clinicamente, este fenomeno

esta presente desde el inicio.

INFLAMACION PROGRESION
Lesiones en RM ATROFIA
Brotes
Atrofia cerebral chack
EGENERACION AXONAL
REALIDAD

Tiempo
SRA: sindrome radiolégico aislado, SCA: sindrome clinico aislado, EMRR: esclerosis multiple

remitente recurrente; EMP: esclerosis multiple progresiva.

Figura 2. Mecanismos fisiopatologicos que ocurren en la esclerosis multiple. Concurrencia de
proceso inflamatorio y neurodegenerativo que finalmente desencadenaran la amplificacion del

proceso neurodegenerativo y el fallo en los mecanismos de reparacion del SNC.
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1.3.1 Marcadores de imagen.

La RM es la técnica mas sensible para la identificacion de las lesiones de EM, por lo
que se ha convertido en una herramienta esencial para el diagnostico precoz de la
enfermedad. También nos ha permitido comprender mejor la historia natural de la EM,
es de gran utilidad como marcador pronostico tanto en la fase inicial de la enfermedad
como a largo plazo y, ademads, nos permite evaluar la eficacia de los tratamientos
modificadores de la enfermedad utilizados [76].

En la practica clinica estan bien establecidos algunos marcadores de RM,
fundamentalmente el nimero de lesiones de perfil desmielinizante y su localizacion.
En general, el acaimulo progresivo de lesiones en RM tiene una influencia negativa en
la evolucion de los pacientes con EM, pero nos da una informacién muy limitada de la
enfermedad y la correlacion del volumen lesional con la discapacidad a largo plazo de

los pacientes es solo moderada [77-79].

Por tanto, en este sentido existe una disociacion clinico-radioldgica y esto puede
deberse parcialmente a que la hiperintensidad de las lesiones observadas en la RM
convencional es inespecifica y no refleja un sustrato patogénico concreto, si no que
puede ser combinacion de diferentes procesos como edema, desmielinizacion,
inflamacion, lesion axonal, remielinizaciéon o gliosis [77]. Por otro lado, hemos de
tener en cuenta que, aunque las lesiones puedan ser reflejo de la destruccion
irreversible del parénquima cerebral, estos cambios pueden ser compensados por lo
mencionados mecanismos de reparacion y no traducirse de forma directa en acimulo
de discapacidad, al menos inicialmente. Ademas, la discapacidad de los pacientes
puede ser también secundaria a alteracion del tejido aparentemente normal mediante
las técnicas convencionales de RM, por lo que necesitaremos completar dicha

informacion con otras técnicas de imagen no convencionales [80].

Por otro lado, especificar que la localizacion de las distintas lesiones en las diferentes
areas del SNC es un marcador ttil de discapacidad a largo plazo. Ha sido confirmado
en distintos estudios que las lesiones localizadas tanto a nivel infratentorial como a
nivel medular suponen un marcador de especial mal pronostico y se relacionan con

mayor discapacidad a largo plazo [81-83].

Por tanto, la informacion aportada por los marcadores que reflejan el proceso

29



inflamatorio de la enfermedad es limitada de cara a predecir la progresion de
discapacidad de los pacientes a largo plazo. Por ello, el esfuerzo en investigacion esta
cada vez mas orientado a detectar otros biomarcadores que representen con mas
exactitud el proceso neurodegenerativo de la enfermedad y por tanto predigan con mas
fiabilidad el riesgo de progresion de discapacidad de los pacientes con EM a largo

plazo.

1.3.1.1 Atrofia cerebral en resonancia magnética.

Se ha demostrado que en la EM se produce una tasa de pérdida de tejido cerebral en
torno al 0,5-1% anual, que es claramente superior a la poblacion sana, y que ésta esta
presente de forma muy precoz, desde el inicio de la enfermedad [84—86].

En los pacientes con EM tiene lugar una atrofia cerebral global, en sustancia blanca
(SB) y también en sustancia gris (SG) y este fendmeno acontece a todos los fenotipos
clinicos de la enfermedad. El volumen de SB puede verse influido o artefactado en
funcion del nivel de lesiones o inflamacion de tipo desmielinizante, sin embargo, el
volumen de SG se ve menos alterado en este sentido, por lo que resulta un marcador
mas fiable en relacién con la neurodegeneracion [87, 88].

La atrofia cerebral est4 presente en un subgrupo de pacientes desde el primer brote de
la enfermedad y, en especial, la pérdida de volumen de SG se asocia con un mayor
riesgo de presentar un segundo brote y conversion a EM [84, 89, 90]. Este hallazgo
cambia el concepto que la pérdida de volumen cerebral es un fenémeno tardio,
consecuencia del dafio axonal progresivo que ocurre a lo largo de la evolucion de la
enfermedad, sino que es un fendémeno precoz, que puede estar presente en los
pacientes desde el inicio de la enfermedad.

La presencia tanto de atrofia cerebral global como la selectiva de SG al inicio de la
enfermedad se han asociado a un mayor riesgo de progresion de discapacidad medida
mediante la escala EDSS, durante el primer afio tras el primer brote [91, 92], asi como
a medio y largo plazo, a los 5, 15 y 20 afios tras el diagnostico [79, 84, 93-95].

Incluso antes de que la discapacidad fisica sea evidente, los pacientes que tienen
mayor pérdida de volumen cerebral asocian alteraciéon cognitiva precoz objetivada
mediante test neuropsicoldgicos [96]. También se ha relacionado la atrofia especifica

y prominente del tdlamo en pacientes con EM y alteraciéon cognitiva, asi como la
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afectacion difusa de los ganglios de la base y progresion de discapacidad explicado en
parte por la degeneracion anterdgrada y retrograda debido a la lesion de los tractos

conectores [97].

Desde el punto de vista clinico, la medicion de atrofia cerebral global y regional, en
especial la de SG, tiene gran valor como marcador subrogado de la discapacidad de los
pacientes con EM desde el diagndstico, ya que la pérdida de volumen cerebral en el
primer afio nos permitird predecir cual serd la evolucion de la discapacidad de los

pacientes medida por EDSS a largo plazo, en los proximos 10 afios [98].

Actualmente disponemos de tecnologia fiable y reproducible para la medicion de
volumen cerebral global y regional, como se detalla en otro apartado de esta tesis
doctoral, por lo que cada vez se estd instaurando mas este marcador de discapacidad

en la practica clinica habitual.

1.3.1.2 Atrofia medular en resonancia magnética.

Tradicionalmente los estudios de atrofia siempre se han focalizado a nivel cerebral,
pero es bien conocido que la afectacion de la médula espinal, sobre todo la region
cervical, estd en intima relacion con la discapacidad a largo plazo de los pacientes con
EM, incluso de forma més consistente que la afectacion a nivel cerebral [99]. La
atrofia medular también puede estar presente en todos los subtipos clinicos de EM y es
mucho mas evidente en la forma progresiva de la enfermedad [100]. Al igual que la
atrofia cerebral, puede ser un marcador 1til de gravedad de la enfermedad y de riesgo
de discapacidad a largo plazo. La tasa de atrofia medular en la enfermedad es mayor
que la ocurrida a nivel cerebral, en torno a 1.78%/anual, superando el 2% anual en las
formas progresivas [100]. En cuanto a su medicion también existen métodos
semiautomaticos y automaticos fiables y reproducibles, aunque en los trabajos
publicados existe mucha mas variabilidad y heterogeneidad respecto a la atrofia
cerebral. Aunque su utilidad en la practica habitual esta siendo evaluada en la
actualidad, podemos considerar que en el futuro préximo serd un marcador de
discapacidad y podra utilizarse como marcador subrogado de tratamientos con accidén

neuroprotectora o de reparacion de SN en EM.
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1.3.1.3. Otros marcadores de imagen:

1.3.1.3.1 Afectacion cortical y foliculos linfoides.

A nivel cortical podemos distinguir diferentes tipos de placas: las tipo 1, con
localizacion subcortical, las tipo 2 y 4, con afectacion exclusiva intracortical y las tipo
3, con afectacion subpial (las mas frecuentes), en intima relacion con agregados
linfocitarios a nivel meningeo, conocidos como foliculos linfoides [101]. Esta
afectacion cortical es caracteristica de las formas progresivas de la enfermedad [102].
La existencia de nuevas formaciones estructuradas de agregados linfoides a nivel
cortical cronifican la respuesta inmune y, por tanto, parte de la degeneracion cortical
puede ser independiente de la desmielinizacién y ocurrir de forma mas difusa [103,
104]. Los agregados linfoides se relacionan con deterioro cognitivo, atrofia cerebral,
degeneracion axonal y acimulo de discapacidad [105]. Estas estructuras pueden ser
detectadas en los pacientes mediante secuencias especiales en la RM convencional y

constituir asi un marcador mas de riesgo de discapacidad a largo plazo [105].

1.3.1.3.2 Depositos de hierro

Existe en la actualidad un interés creciente sobre el rol que puede tener el acimulo de
hierro a nivel cerebral, tanto en SB como en SG, en la neurodegeneracion en EM. A
nivel de SNC el hierro se acumula fundamentalmente en SG profunda, en ganglios de
la base. Es conocido que el acaimulo de hierro a este nivel es superior en pacientes con
EM que en pacientes sanos, y ello puede contribuir a la neurodegeneracion difusa que
tiene lugar en la enfermedad [59, 106]. El deposito de hierro en SN se ha observado en
todos los estadios de la enfermedad, aparece de forma precoz y se ha relacionado con
neurodegeneracion y discapacidad progresiva. Actualmente disponemos de tecnologia
mediante RM que nos permite obtener una cuantificacién del acimulo de hierro, tanto
a nivel global, como en distintas regiones de interés como ganglios de la base o
talamo. Por tanto, la cuantificacion del acumulo progresivo de hierro in vivo mediante
RM puede actuar como un marcador del proceso neurodegenerativo y de la futura

discapacidad de los pacientes con EM [107].
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1.3.1.3.3 Tomografia por emisiéon de positrones cerebral: estudio

patoldgico “in vivo”.

Ante las limitaciones que surgen de la RM convencional, en la actualidad han surgido
otras técnicas de imagen por RM no convencionales (como las ya mencionadas, o
estudios de difusion y RM funcional que se detallan en otro capitulo de la presente
tesis doctoral) u otras técnicas de imagen distintas como la tomografia por emision de
positrones (PET), que nos permiten caracterizar con mayor exactitud el sustrato
patogénico subyacente al dafio observado en el SNC.

Aunque todavia bajo proyectos de investigacion no instaurados en la préctica clinica
habitual, disponemos de distintos trazadores para PET que pueden actuar como
marcador de microglia u otras dianas especificas de procesos inflamatorios, o de
neurodegeneracion/remielinizacion. Un trazador utilizado en PET para marcaje de
microglia activada, el C-11195 (PK) se une con mucha menos intensidad en pacientes
con EMRR respecto a las lesiones hipointensas en T1, los llamados agujeros negros,
que suponen un marcador precoz de mal prondstico en EMRR y aparecen de forma
mas tipica en las formas progresivas de la enfermedad [108]. Estas técnicas, por tanto,
nos permiten aproximarnos in vivo a los mecanismos patogénicos que ocurren en la
enfermedad en cada momento y con ello caracterizar e identificar marcadores de

procesos que puedan ser responsables del acimulo de discapacidad a largo plazo en la

EM.

1.3.2 Marcadores biolégicos.

1.3.2.1 Bandas oligoclonales, IgG e IgM.

Mas del 90% de los pacientes presentan sintesis intratecal de la inmuglobulina IgG,
demostrada por la presencia de BOC en el LCR, independientemente del curso de la
enfermedad, por lo que suponen el biomarcador mas importante desde el punto de
vista diagnostico, ya que implican mayor riesgo de conversion a EM ante el primer
brote [108]. Por otro lado, se ha descrito la produccion de BOC tipo IgM dirigida
contra antigenos neuronales en una subpoblacion de EM, aproximadamente en el 40%

de los pacientes, cuya presencia implica una evolucion mas agresiva de la enfermedad.

33



La presencia de BOC tipo IgM implica mayor riesgo de conversion a EM ante el
primer brote, peor respuesta a tratamiento estandar con interferén (IFN), mayor riesgo

de atrofia cerebral y mayor discapacidad a largo plazo [109-111].

1.3.2.2 Neurofilamentos de cadena ligera.

Los neurofilamentos de cadena ligera (NF-1) emergen en la actualidad como
prometedor biomarcador util para la deteccion y monitorizaciéon del dafio axonal
agudo y la neurodegeneracion. Actualmente disponemos de tecnologia que nos
permite la deteccion de esta molécula con elevada sensibilidad, por lo que lo podemos
detectar de forma fiable en suero y no necesariamente en LCR, lo cual lo hace un
biomarcador atractivo y util para la monitorizacion de los pacientes en la practica
clinica habitual. En EM, este marcador se eleva de forma considerable durante los
brotes de la enfermedad, o acompanando a la presencia de lesiones con realce de
contraste en la RM, expresion del dafio axonal agudo, por lo que nos puede ser de
utilidad para monitorizacion de la actividad inflamatoria de los pacientes y la
respuesta a los distintos TME [112, 113]. En este sentido, los NF-1 serian utiles para
identificar a los pacientes con alta actividad inflamatoria y respuesta suboptima a
TME durante los primeros afos de la enfermedad, lo cual se ha relacionado con peor
evolucion y mayor discapacidad a largo plazo [114].

Por otro lado, los NF-] también nos aportan informacion sobre la gravedad del dafio
axonal agudo producido, y ello podria suponer un marcador objetivo sobre la gravedad
de los brotes en la enfermedad y, por tanto, del mayor riesgo de secuelas o
discapacidad residual tras ellos, lo cual también se relaciona con menor capacidad de
reparacion del SN y mayor discapacidad a largo plazo [115].

Finalmente, la presencia de niveles basales elevados de NF-1 en la fase precoz de
EMRR se ha relacionado con mayor discapacidad a largo plazo medida por EDSS, en
estudios de hasta 15 afios de evolucion, respecto a los pacientes con niveles normales
o poco elevados al diagnostico. Ademads, también se han correlacionado los niveles
basales elevados de NF-1 con otros marcadores objetivos de neurodegeneracion, como
la mayor pérdida de volumen cerebral y medular a largo plazo [116, 117]. Se
encuentran mas elevados en las formas primarias progresivas de la enfermedad y en

las lesiones cronicas [118]. Se ha demostrado que los niveles de NF-I descienden tras
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tratamientos de alta eficacia, como rituximab [119], tratamiento que ademas de
controlar el proceso inflamatorio de la enfermedad también ha demostrado ser eficaz
en un subgrupo seleccionado de pacientes con forma EMP. Por tanto, los niveles de
NF-1 son considerados un biomarcador prometedor para la monitorizacion del dafio
axonal de la enfermedad y actualmente se proponen como un objetivo a evaluar en

ensayos clinicos de EMP con especial interés en terapias neurorregenerativas.

1.3.2.3 Chitinasa 3-like-1.

La proteina “chitinasa 3-like-1"” (CHI3L1) ha sido ampliamente estudiada en EM, esta
expresada por los astrocitos en SB, tanto en las lesiones como en SB aparentemente
normal (SBAN), asi como en la microglia de lesiones cronicas activas. Se considera
un biomarcador de artrogliosis y microglia activada. Parece que en la EM la CHI3L1
juega un papel en la inflamacién créonica y la remodelacion de tejidos durante dicha
inflamacion. Los niveles altos de CHI3L1 se han relacionado con mayor riesgo de
conversion de EM tras un CIS, mayor riesgo de discapacidad a corto plazo (medida
por mayor riesgo a alcanzar EDSS=3 en periodo de 5 afios) y mayor riesgo de
deterioro cognitivo a largo plazo [116, 120, 121]. Los niveles de CHI3L1 disminuyen
tras TME de alta eficacia como fingolimod o natalizumab. También se ha
correlacionado los niveles altos de CHL3L1 con mayor riesgo de discapacidad a largo
plazo, con mayor riesgo de alcanzar EDSS de 3 y de 6 [120] y alteracidon cognitiva
[122], enfatizando la importancia de que la activacion glial puede tener un papel
central en la progresion de la discapacidad en la EM. En este sentido, otro marcador de
actividad glial, la glicoproteina fibrilar 4cida (GFAP), también ha sido relacionada con

mayor riesgo de progresion de EM y discapacidad a largo plazo [120].

1.3.3 Otros marcadores: tomografia por coherencia dptica

La tomografia por coherencia Optica (del inglés, optical coherence tomography, OCT)
con analisis segmentario de la retina, es una herramienta util para la evaluacion de la
pérdida axonal y neurodegeneracion en EM, permitiendo su estudio in vivo. Los

cambios estructurales de la retina son diferentes en los distintos fenotipos de la
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enfermedad y podrian reflejar los mecanismos fisiopatologicos subyacentes.
Numerosos estudios han demostrado la existencia de un adelgazamiento de la capa de
fibras nerviosas de la retina en pacientes con EM, tanto EMRR como EMP, respecto a
controles sanos, independientemente de que los pacientes hayan tenido o no clinica
previa de neuritis Optica. Existen también diferencias entre los pacientes con forma RR
respecto a los pacientes con formas progresivas, siendo la afectacion mas evidente en
el ultimo grupo [123]. Existe una correlacion de la afectacion de las fibras nerviosas
de la retina y la discapacidad de los pacientes medida por EDSS. Por tanto, el estudio
de fibras nerviosas de la retina nos informa sobre la neurodegeneracion en EM, es una
herramienta no invasiva util que nos permite monitorizar la progresion de la
enfermedad y supone un marcador subrogado mas de la discapacidad a largo plazo de

los pacientes [124].

1.4 Técnicas de resonancia magnética para la medicion de volumen lesional y

volumen cerebral en esclerosis multiple.

Integrar el contaje de lesiones en SB y la pérdida de volumen cerebral nos permite
acercarnos a la patologia de la EM, tanto a la afectaciéon focal, secundaria a la

inflamacion/desmielinizacion, como a la difusa, secundaria al dafio axonal.

Presentar lesiones en SB en secuencias flair (Fluid Attenuated Inversion Recovery) o
potenciadas en T2 ante un SCA nos informa del riesgo de desarrollar EM a corto
plazo, sin embargo, la atrofia cerebral actia como un marcador mas especifico de la
patologia de la enfermedad y nos aporta més informacion referente al prondstico a
largo plazo. El dafio neuroaxonal producido tanto en las lesiones como en SBAN
conduce a la pérdida de volumen cerebral y es, probablemente, causa subyacente de la
discapacidad permanente de los pacientes [125, 126]. Esta observacion se demuestra
en la EM establecida, donde tanto la atrofia cerebral como en médula espinal es mayor

cuanto mas discapacitados estan los pacientes, como ya se ha comentado.

Las lesiones focales en SB son facilmente identificables en secuencias flair o densidad
protonica T2, y su volumen puede ser calculado mediante programas que nos permiten
calcular el volumen en milimetros cubicos de las lesiones sefialadas de forma manual

0 programas semiautomaticos o totalmente automatizados. La medicion manual de las
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lesiones se hace por un operador, delimitando la superficie de las lesiones corte por
corte, por lo que requiere mucho tiempo y durante el proceso se pueden cometer
errores intraoperador o interoperador. Existen métodos de segmentacion
semiautomaticos y automaticos, que se basan en el rango de intensidades de los
diferentes tejidos del cerebro, que pueden eliminar la subjetividad, pero también en

estan sujetos a errores y se requiere la correccion manual por un operador.

Para detectar las lesiones focales en sustancia gris se necesita de disponer de

secuencias especificas para ello [127, 128].

Referente a la atrofia cerebral, se han desarrollado métodos de céalculo suficientemente
sensibles y reproducibles para medirla, lo que supone que esta medida sea

relativamente facil y cada vez pueda ser utilizada de forma mas extendida.

En funcién de la necesidad de intervencion requerida por parte del investigador,
podemos diferenciar los diferentes métodos de medicion de atrofia cerebral en

manuales, semi-automaticos y automaticos.

Como ya se ha comentado, los métodos manuales tienen la desventaja de consumir
mucho tiempo y ser poco reproducibles, ya que dependen de un observador/operador.
Se basan en la medicidon manual entre dos estructuras, por ejemplo la anchura del

ventriculo lateral o el tercer ventriculo.

Los métodos automaticos son reproducibles y precisan menos tiempo, ya que no

dependen de un operador.

La metodologia para el postproceso de imagen [127], sigue el siguiente flujo de

trabajo:

1) Adquisicion de las imagenes originales (en crudo) de las que posteriormente se
obtendra el estudio volumétrico.
2) Preproceso: conjunto de técnicas necesarias para preparar las imagenes
originales para su posterior analisis. Incluye los siguientes pasos:
a. Utilizaciéon de herramienta BET: (Brain Extraction Tool), programa
usado para la extraccion cerebral y su separacion del resto de tejidos
del craneo.

b. Normalizacion espacial: adaptacion del sistema de coordenadas de las
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imagenes originales a un atlas anatomico especificado previamente
(normalmente atlas MNI152 o espacio Talairach)

c. Perfilar las lesiones: perfilar el contorno de las lesiones en sustancia
blanca y crear una mascara de lesiones que posteriormente se podra
superponer a la imagen original.

3) Andlisis: obtencion de un conjunto de voxeles etiquetados como sustancia gris,
sustancia blanca y liquido cefalorraquideo en las técnicas de segmentacion, o a
superficies de crecimiento o decrecimiento en las técnicas de registro.

4) Cuantificacion de resultados: célculo de los valores de interés, por ejemplo:
fraccion de parénquima cerebral (FPC), volumen cerebral normalizado (VCN),
volumenes regionales (sustancia gris, blanca y LCR), porcentaje de cambio de

volumen cerebral o nimero y volumen de lesiones en T2.

1.4.1 Técnicas de segmentacion.

Técnica para el procesamiento de una imagen, segun la cual se divide en diferentes
regiones homogéneas respecto a alguna caracteristica comun, como una intensidad de
gris, una textura o una localizacion. Con ello se distribuye cada unidad de volumen
(voxel) segun la probabilidad de corresponder a un tejido concreto (por ejemplo

sustancia gris, blanca o LCR).

Actualmente podemos encontrar diversas herramientas de software que han sido
desarrolladas por diferentes grupos de investigacion para el calculo de volumenes
cerebrales de forma automatizada. Los mas ampliamente usados en el ambito
cientifico son: Statistical Parametric Mapping (SPM), la herramienta SIENAx, dentro
de FMRIB Software Library (FSL) y FreeSurfer. Existen otros tales como Brain

Voyager, NeuroQuant o Volbrain, los cuales no desarrollaremos en este texto.

SPM, desarrollado inicialmente por el Departamento de Neurologia Cognitiva de la
Universtiy College de Londres, realiza la segmentacion del parénquima cerebral en
LCR, sustancia gris y sustancia blanca, usando la intensidad del voxel y su
localizacion tras normalizar el espacio original (o nativo) a un atlas estdndar, el
espacio MNI152 (Montreal Neurological Institute), espacio obtenido de la

superposicion de 152 imagenes de RM de cerebros de voluntarios [129]. Una de sus
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aplicaciones mas frecuentes es la de organizar e interpretar los datos de resonancia

magnética funcional.

FSL es una biblioteca completa de herramientas de analisis de imagen por RM (tanto
estructural, como funcional o estudios de tractografia) desarrollado por los grupos del
departamento de Ciencias Neurologicas y del Comportamiento de la Universidad de
Siena (Italia) y el Centro Universitario de RM funcional cerebral (FMRIB) de la
Universidad de Oxford (Reino Unido). Entre sus herramientas se encuentra Sienax
(Evaluacion de la atrofia de imagen estructural, usando normalizacion; del inglés
Structural Image Evaluation, using Normalisation of Atrophy) [130], para analisis
transversal del volumen del parénquima cerebral (y regional de sustancia blanca, gris 'y
LCR) en una tinica RM, normalizado para el tamano del craneo, obteniendo el valor

referente al VCN.

Por ultimo, FreeSurfer es un paquete software gratuito para el estudio de propiedades
funcionales, conexionales y estructurales del cerebro humano desarrollado por
Laboratory for Computational Neuroimaging, Athinoula A. Martinos Center for
Biomedical Imaging. El uso principal de FreeSurfer se basa en la representacion de las
macroestructuras de la superficie del cortex cerebral a partir de imagenes de
resonancia magnética T1, etiquetar su localizacion y el andlisis de su volumen. Otros
procesos que incluye son la segmentacion subcortical, la separacion del craneo, la

reconstruccion de la superficie cortical y la estimacion del grosor de la corteza.

1.5. Estudios no convencionales de RM: Difusion por RM y RM funcional.

El sustrato patologico existente bajo las lesiones visibles, aparentemente similares, en
la RM convencional en los pacientes con EM es, sin embargo, muy heterogéneo; y
ello se demuestra en la disociacion clinico-radiologica que existe en esta enfermedad
si nos restringimos solo a analizar el volumen de lesiones mediante RM convencional.
El desarrollo de nuevas técnicas no convencionales de RM nos permite aproximarnos
a la estructura del tejido estudiado y de forma mas especifica a la patogenia de las
distintas lesiones que ocurren en la EM, ademas de estudiar el daio microestructural
aparentemente no visible [80]. Incorporar en nuestra practica clinica estas técnicas de

RM no convencionales nos puede ayudar a identificar de forma maés especifica el
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sustrato lesional en la EM, y de esta forma, relacionarlo mejor con la afectacion
clinica de los pacientes y el seguimiento de la historia natural de la enfermedad. En la
presente tesis doctoral nos restringiremos al estudio de difusion por RM y a la RM

funcional.

1.5.1. Difusion por resonancia magnética.

La difusiébn por resonancia magnética es una técnica sensible al movimiento
microscopico aleatorio o browniano de las moléculas de agua en el tejido cerebral, por
lo que nos facilita informacién sobre el tamafio, la morfologia, la integridad y la
geometria de las de las estructuras que lo conforman. Tal como se ha comentado
previamente, la informacién obtenida de las lesiones hiperintensas en T2 en la RM
convencional es inespecifica, sin embargo, el estudio de difusion nos puede aportar
mas informacion sobre el sustrato patogénico que existe bajo una determinada lesion o

de la SBAN.

Expresamos esta informacion a partir del coeficiente de difusion, que es menor en
aquellas zonas en las que el movimiento esta restringido, y del coeficiente de difusion
aparente (CDA o ADC, del inglés apparent diffusion coefficient), que se refiere al
porcentaje neto de traslacion de las moléculas de agua por segundo y la eficacia del
movimiento browniano, definiendo por lo tanto las caracteristicas fisicas de los
tejidos. La mayoria de procesos patoldgicos del SNC afectan al CDA, aumentando su
valor cuando existe destruccion de barreras y por tanto aumento del agua libre (como
ocurre en el edema vasogénico), y disminuyéndolo en el caso contrario (como en el

edema citotoxico).

La difusion no solo depende de la cantidad de movimiento, sino también de su
direccidn, y toda esta informacion se engloba en el concepto de tensor de difusion,
cuya medida en la SB del SNC es reflejo de la organizacion e integridad de los axones
mielinizados. De ¢l podemos extraer informacion independiente de la direccion, la
llamada difusibilidad media (DM), e informacion dependiente de la direccion,
mediante la fraccion de anisotropia (FA), que mide la difusién en una direccion
espacial concreta, por ejemplo, la marcada por las fibras axonales. A partir de la FA

podemos obtener mapas axonales (tractografia) que ofrecen informacion sobre las
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organizacion de las conexiones corticales y sus proyecciones hacia la sustancia blanca

[131].

Existe una correlacion estrecha entre las alteraciones de difusion por RM y la
anatomia patologica postmorten en pacientes con EM, siendo mas robustas para la FA

que para otros parametros [132].

En las lesiones visibles en T2 existe un aumento de la DM y una disminucion de la
FA, reflejo del aumento de agua extracelular y la desorganizacion de fibras mielinicas
y axonales. En las lesiones agudas estos cambios son mas marcados que en las

crénicas, donde son moderados [133].

Donde mas evidentes son los cambios de aumento de DM y disminucién de FA son en
las lesiones hipointensas en T1 de caracter crénico (“agujeros negros”), seguido de
lesiones en T2 y afectacion de la SG y posteriormente en SBAN, acorde con la

gravedad y relevancia funcional del dafio [133, 134].

En las lesiones corticales de EM se ha observado un aumento de la FA respecto a la

SG normal, que podria reflejar la activacion de células de la microglia [135].

Las alteraciones observadas en la difusion en lesiones en T2 se hacen més llamativas
conforme evoluciona la enfermedad y tienen un mayor correlato con la discapacidad
de los pacientes respecto al volumen global de carga lesional en T2. La mayor
afectacion de la difusion en SG aparecen en las formas progresivas de la enfermedad
con mayor discapacidad, al igual que ocurre con la afectacion a nivel medular [134,

136].

Por tanto, la difusion en RM puede ser 1til para monitorizar la afectacion de SNC a lo
largo de la evolucion de la enfermedad, de forma independiente al acamulo progresivo

de lesiones en T2 o a la pérdida de volumen cerebral.
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1.5.2 Resonancia magnética funcional.

Disponemos de evidencia suficiente sobre la existencia de un fallo en la organizacion
cortical cerebral a lo largo de la evolucion de la EM, lo cual podria explicar la
heterogeneidad de las diferentes manifestaciones clinicas y los distintos grados de
recuperacion funcional observados entre los diferentes pacientes. La RM funcional ha
sido ampliamente usada a nivel de investigacion con el fin de comprender con mayor
exactitud los mecanismos responsables del acimulo irreversible de discapacidad que
ocurre en los pacientes con EM. Sabemos que el dafio en la EM no esta limitado a las
lesiones visibles en la secuencia T2 de la RM convencional, si no que también implica
a la SBAN, que podemos medir mediante las técnicas de difusion ya comentadas. Por
otro lado, también sabemos que la degeneracion axonal es un proceso que ocurre de
forma precoz en la enfermedad, que no solo esta explicado de forma secundaria a la
inflamacién, y que contribuye de forma fundamental al acimulo de discapacidad a
largo plazo de los pacientes. Con todo ello, existe una discrepancia entre la correlacion
de la imagen que nos aporta la RM convencional y la clinica observada en los
pacientes con EM, por lo que es en este campo donde nos puede aportar mas

informacion la RM funcional.

La RM funcional es una técnica de imagen que se fundamenta en los cambios en la
concentracion relativa de oxihemoglobina y desoxihemoglobina en el lecho capilar,
inducidos por el incremento de la actividad cortical cerebral en respuesta a una tarea,
ya sea motora, visual o cognitiva. La RM funcional se define como RM BOLD (del
inglés blood oxygenation level dependent, o nivel de oxigenaciéon de la sangre).
Cuando ocurre una activacion cerebral se produce un aumento de la actividad
sinaptica local, seguida del incremento del flujo sanguineo local y del consumo de
glucosa, lo que finalmente provoca un aumento de la concentracion relativa de
oxihemoglobina en relacion a la desoxihemoglobina. Estos cambios producen una
reduccion del efecto paramagnético detectable en las secuencias ponderadas en T2,
con el consiguiente aumento de la sefial de RM en las areas corticales activadas [137—
139].

Para los estudios de RM funcional se han utilizado diversas tareas para objetivar la
respuesta en forma de activacion cortical, ya sea usando un paradigma motor,

sensitivo, visual o cognitivo. En cuanto al paradigma motor, que es el que hemos
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utilizado en este proyecto, se pueden realizar movimientos simples o movimientos
mas complejos, que necesiten mayor coordinacion, como la flexion-extension de
dedos I-V forma ritmica. Al realizar movimientos mas complejos, ademas del area
motora principal (region precentral) contralateral, puede verse activada una region mas
amplia, como el area somatomotora global o el area motora suplementaria. También se
ve activada el area correspondiente al cerebelo ipsilateral, responsable de la
coordinaciéon de los movimientos. Aunque a nivel global predominan estos resultados,

se ha descrito gran variabilidad interindividual [140].

Existen diferentes formas de interpretar las zonas activadas. Las mas utilizadas son:

1) Establecer, para cada zona de interés a estudiar, el valor obtenido en reposo y el
obtenido tras la realizacién del paradigma a evaluar establecido. Posteriormente se
realizaria un analisis estadistico para comparar ambas medias (t student) y se
establecerian como dareas activadas aquellas en las que se objetivaran diferencias
significativas desde el punto de vista estadistico.

2) Evaluar la sefial porcentual de cambio (PSC, del inglés Percent Signal Change) de
cada sujeto en cada region estudiada. Este valor corresponde a los
incrementos/decrementos porcentuales de la sefal funcional, con lo que se obtiene un
valor unico que marca la diferencia de activacion de un area en estado de reposo y al

realizar la tarea motora.

De ambas formas se convierten los parametros obtenidos en un valor estadistico util
que permite objetivar si el periodo de estimulaciéon produjo una activacion

significativa respecto al periodo de reposo.

En pacientes con EM, los estudios de RM BOLD han demostrado la existencia de
plasticidad cerebral, es decir, los estudios de RM funcional nos ayudan a objetivar los
mecanismos de compensacion cerebral existentes en los pacientes al inicio de la
enfermedad, capaces de limitar a nivel funcional, al menos en los primeros afios, las
consecuencias de la pérdida axonal [141].

Los estudios transversales de RM funcional en EM han demostrado de forma
consistente alteraciones en el reclutamiento cerebral en todos los fenotipos clinicos,
tanto por alteracion en la activacion de areas con esperada activacion ante un estimulo
motor/cognitivo, como reclutamiento de otras areas adicionales en comparacién con

sujetos sanos [142, 143]. Ademas estos estudios han puesto de manifiesto la diferente
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capacidad de reclutamiento de nuevas areas en funcion del fenotipo clinico o
discapacidad de los pacientes, pudiendo estar en relacion con la hipotética capacidad
de plasticidad cerebral que tendrian los pacientes, mas evidente en los estadios
iniciales de la enfermedad [144].

Los hallazgos en la RM funcional ocurren de forma precoz en la enfermedad, estando
presentes desde el primer brote clinico o incluso en pacientes sin ningin déficit. La
capacidad de reclutamiento de distintas dreas varia a lo largo de la enfermedad, y esta
en relacion con la gravedad del dafo estructural, tanto con las lesiones aparentes en
SB, como la SBAN, SG o dafio medular [145].

En los trabajos de Roca y cols se pone de manifiesto la capacidad de adaptacion en
EM, con reclutamiento inicial de las areas esperadas, por ejemplo, el area motora
primaria y suplementaria contralateral ante un estimulo motor, para pasar en estadios
mas tardios a un reclutamiento mas amplio, por ejemplo ambas areas motoras de
forma bilateral, un patréon que en sujetos sanos solo lo veriamos en respuesta a tareas
motoras complejas. En las formas benignas de EM, quedaria preservada la activacion

estricta unilateral, como ocurre en sujetos sanos [146].

Este aumento de la capacidad reclutadora de nuevas areas podria ser beneficioso como
mecanismo de compensacion de los pacientes, pero se ha visto que no siempre
funciona asi, sino que puede ser un mecanismo de mala adaptacion, en el que se
reclutan con menos intensidad las principales areas y sin embargo se reclutan otras
menos efectivas, como el giro temporal bilateral, el giro frontal ipsilateral, la insula o
el claustro, ante una tarea motora. Por tanto, los estudios transversales de los que
disponemos en EM, arrojan datos controvertidos en cuanto al incremento de
conectividad existente en los pacientes, si realmente demuestran una capacidad
compensatoria o si solo son reflejo de un mecanismo de mala adaptacién ante un
requerimiento concreto. Existen trabajos que, lejos de ver mayor reclutamiento
cerebral en aquellos pacientes con mayor plasticidad y por tanto con mayor capacidad
de compensacion clinica del dafio, correlacionan este mayor aumento de actividad
cerebral en reposo y mayor conectividad con la gravedad del dafio cognitivo o con la
mayor discapacidad de los pacientes. Por tanto, destacar la gran complejidad en la
interpretacion de los hallazgos en estudios transversales de RM funcional de los que
disponemos en pacientes con EM, y, por tanto, que surja la necesidad de estudios con

disefio longitudinal. Los estudios longitudinales a largo plazo usando estudios seriados
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de RM funcional en amplias cohortes de EM desde el inicio nos ayudarian a conocer
mas a fondo los mecanismos adaptativos que ocurren en esta enfermedad y también
serian una herramienta para monitorizar la respuesta a medidas terapéuticas, como

distintos TME o intervenciones de rehabilitacion [146].

1.6 Mecanismos de reparacion en enfermedades neurodegenerativas: la zona

subventricular

A medida que pasan los afnos se produce una pérdida de neuronas en el cerebro
humano que siempre se ha considerado irreversible, dada la imposibilidad de
reemplazarlas. Esta incapacidad para generar nuevas neuronas o, lo que es lo mismo,
para inducir “neurogénesis”, podria influir en la evoluciéon de enfermedades
neurodegenerativas, situacion en la que la pérdida neuronal progresiva se hace mas
evidente.

Definimos como neurogénesis al proceso por el cual se crean nuevas neuronas a partir
de células madre y células progenitoras. En las ultimas décadas ha habido una gran
expansion en el conocimiento experimental de la neurogénesis en mamiferos, lo cual
ha llevado a la motivacidn en la investigacion de este proceso en humanos, tanto en
neonatos como en adultos [147-149]. Sabemos que existe neurogénesis en adultos
humanos. Fue en el articulo de Eriksson y cols, (1998) [62] donde se demostré por
primera vez la capacidad del cerebro humano para generar nuevas células y que su
potencial para la renovacion celular se puede mantener a lo largo de la vida. Para ello,
selecciond pacientes con cancer que habian recibido bromodesoxiuridina (BrdU) por
fines diagnosticos. La BrdU es un nucle6tido sintético analogo de la timidina capaz de
integrarse en el ADN de células en division y que puede ser detectado posteriormente
por técnicas de inmunohistoquimica. En este trabajo se demostré la presencia de
células marcadas con BrdU en la zona subgranular del giro dentado y el hilus del
hipocampo de estos pacientes, a diferencia del grupo control.

Conocer la existencia y funcionamiento de la neurogénesis en el cerebro humano del
adulto nos puede ayudar a entender su significado bioldgico o su funcionalidad en el
cerebro sano pero también a asociar su alteracion a la etiopatogenia o a la evolucioén

progresiva de enfermedades neurodegenerativas o psiquidtricas [150]. Ademas podria
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dar opcion a una era de nuevas terapias de reemplazo celular en enfermedades
neurodegenerativas [151].

Pero el giro hipocampal no es la tinica region en la que se ha demostrado neurogénesis
adulta en mamiferos. La zona subventricular (ZSV) es una regién que subyace o tapiza
los ventriculos laterales y que también ha demostrado ser nicho de células madre

neurales como detallamos a continuacion.

1.6.1 Zona subventricular.

En las ultimas décadas del siglo XX se demostré que en mamiferos (de forma similar a
como ocurria con reptiles y peces) existia una poblacion de células con capacidad de
division tapizando la luz de los ventriculos laterales del cerebro en intimo contacto con
LCR (revisado en Gil-Perotin et al. [152]). Esta zona recibe el nombre de ZSV y su
estructura queda reflejada en la figura 3. Concretamente en roedores, Doetsch et al.
[153] describen a la célula madre de mamifero adulto por primera vez, demostrando su
capacidad proliferativa, su potencial de autorrenovacion y la diferenciacion de estas
células hacia los tres linajes de la estirpe neural (astrocitos, oligodendrocitos y
neuronas jovenes o neuroblastos). Lim et al., habian observado que estas neuronas
jovenes que procedian de la ZSV eran capaces de migran “grandes” distancias
(milimetros) de forma tangencial, formando cadenas, con destino en el bulbo olfativo.
Con posterioridad, este hallazgo se hizo extensivo a humanos donde se demostro
neurogeénesis en fetos y en neonatos [152—-156].

Asimismo, en roedores, Doetsch et al.[153] pudieron identificar morfologicamente a la
célula madre como de estirpe astrocitaria, célula a la que llamaron tipo B. Expresaban
marcadores de astrocitos como la proteina GFAP y ultrastructuralmente eran idénticos
a astrocitos de otras regiones del cerebro. Con peculiaridad, las células tipo B
presentaban un Unico cilio, muy caracteristico, en su region apical, corto y recto, con
un centriolo en su base y estructura del axonema 9+0, a diferencia de los cilios
moviles de las células ependimarias que eran mutiples y de estructura 9+2 [157, 158].
Este cilio es caracteristico de células madre de distintos 6rganos y del embrion, es
inmovil y se le atribuye una funcion semejante a la de una antena receptora de sefales.
Junto a las células B se encuentra otro tipo celular en la ZSV, la célula tipo C. Esta

procede de la activacion de la célula B, que suele permanecer en estado de reposo o
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quiescencia hasta que ciertas sefiales (no del todo conocidas, entre ellas, factores de
crecimiento) inducen su activacion [148]. La célula tipo C o célula amplificadora, es
una célula transicional que se caracteriza por una gran capacidad de division. Tras una
serie de ciclos de division, se diferenciard aun mas y adoptara un fenotipo mas
fusiforme, expresando marcadores neuronales (fundamentalmente microtibulos) para
dar lugar a la célula tipo A o neuroblasto. Estas células progenitoras son las
precursoras directas de las neuronas maduras y son las Unicas células de la ZSV con
capacidad de migrar de forma tangencial, formando una red de cadenas (lo que se
denomina flujo migratorio rostral (del inglés “rostral migratory stream™), para
finalmente llegar al bulbo olfatorio e integrarse en los circuitos neuronales locales
[148, 155, 157-160].

Las células tipo B también son capaces de generar células de estirpe glial, como
oligodendrocitos, aunque, en condiciones normales, esto ocurre en menor medida. Sin
embargo, en respuesta a lesiones desmielinizantes la produccion de nuevos
oligodendrocitos se ve claramente incrementada [151]; en respuesta a dafo cerebral, la
ZSV también produce astrocitos capaces de migrar al lugar de la lesion [161].

Existen claras diferencias en la organizacion de la ZSV del cerebro humano respecto
al de roedores; asi como en el roedor, la células que integran la ZSV se disponen por
debajo de la capa ependimaria bien cohesionadas unas con otras, en el humano existe
una region vacia de cuerpos celulares entre el epéndimo y las células tipo B, que ha
llamado capa GAP (“hueco”), con gran densidad de procesos celulares y conexiones
[157]). Ademas parece ser que estos astrocitos podrian tener propiedades intermedias
de diferenciacién y migracion, sin embargo, la cantidad de nuevas neuronas que
migran desde la ZSV hasta bulbo olfatorio en el cerebro adulto humano no se ha
descrito, parece limitada al periodo de desarrollo fetal y neonatos [160]. Otros estudios
mas recientes, sin embargo, sugieren que estas células progenitoras podrian migrar
hacia el estriado y es alli donde se diferenciarian en neuronas [162]. Se ha sugerido
que la densidad de neuroblastos en el estriado podria ser similar a la de la ZSV y el
hipocampo, y se ha demostrado que estan especialmente agotados en la enfermedad

neurodegenerativa de Huntington [162].
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Figura 3. Esquema de la estructura de la ZSV en corte coronal de cerebro de ratéon adulto.
Extraido del articulo: The Adult Ventricular-Subventricular Zone (V-SVZ) and Olfatory Bulb
(OB) Neurogénesis [148]. En verde se muestran las células tipo C, de transicion, que daran
lugar a las de tipo A (en rojo), que seran los neuroblastos con capacidad de migracion. Las
células tipo E tienen una prolongacion ciliar que esta en intimo contacto con los ventriculos.
La ZSV se divide en 3 dominios; el I (apical), que contiene las células ependimarias y la parte
apical de las células B1; el dominio II (intermedio), que contiene el cuerpo de la mayoria de
las células B1, que estan en contacto con las células C y las A, y el dominio III, que contiene

la parte basal de las células B1, en contacto directo con los vasos sanguineos.
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V: ventriculo, VZ: Zona ventricular (del inglés, ventricular zone), SVZ: zona subventricular
(del inglés, subventricular zone), E: epéndimo, C: células C, Bl: células B1, A: células A,

BV: vaso sanguineo (del inglés, blood vessel).

1.6.2 Estudio de zona subventricular en inflamacion.

Como ya hemos comentado, la ZSV es un nicho celular privilegiado en SNC con
capacidad de produccion de nuevas células que ha demostrado mantenerse activo hasta
en el cerebro adulto humano. Sin embargo, la contribucioén relativa de cada tipo
celular residente en la ZSV a la reparacion del dafio real del SNC en distintas

enfermedades neurodegenerativas es materia de debate [163].
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Los diferentes danos en el SNC pueden producir diferentes respuestas en la ZSV, ya
sea una proliferacion y migracion de nuevas células, destruccion del ciclo e inhibicion
de la migracion, o producir viraje a promover neurogénesis o gliogénesis segin mas
interese en funcion del tipo de insulto provocado.

Distintos modelos animales han reproducido el dafio de tipo inflamatorio agudo en el
SNC para el estudio de la ZSV en estas circunstancias. Existe acuerdo en que se
produce una activacion de la ZSV, con nueva neurogénesis con capacidad migratoria
ante un estimulo inflamatorio agudo, por ejemplo un ictus [163], o distintos modelos
de encefalitis aguda experimental (EAE) [164].

De forma especifica, estudios animales en enfermedades desmielinizantes tipo EM han
demostrado que la ZSV es un nicho con potencial para la produccion de
oligodendrocitos que tendrian un papel en la contribucion a la remielinizacion [154].
La produccion de oligodendrocitos en la ZSV es menor en comparacion con la de
neuronas, pero ésta se ve incrementada en respuesta a las lesiones, expresando
marcadores de mielina, por lo que pueden contribuir al proceso de remielinizacion
[159, 165, 166].

En modelos de EAE con desmielinizacion en cuerpo calloso se ha observado la
produccion de multiples cambios en la ZSV en respuesta a los cambios producidos en
el LCR por la inflamacion. Las células B tiene un papel principal en la sefalizacion
celular y su proliferacion serd clave para la produccion de nuevos oligodendrocitos en
respuesta a la desmielinizacion, que podran contribuir a la futura remielinizacion [167,
168]. Los modelos clasicos de neurogénesis separan por un lado las células que
produciran neuronas y por otro las que produciran oligodendrocitos. Las células tipo B
(astrocitos GFAP+) de ZSV podrian producir tanto nuevas neuronas como
oligodendrocitos.

Sin embargo, es mas controvertido el comportamiento de la ZSV ante insultos
inflamatorios repetidos o inflamacidn crénica mantenida en el tiempo, por lo que surge
el debate de si la ZSV se mantiene activada en esta situacion o si, por el contrario, esta
capacidad de neurogénesis/oligodendrogénesis se ve mermada.

Estudios animales con modelos de EAE que estudian la inflamacion cronica en SNC
han demostrado que se produce un cambio en la ZSV tras la inflamacion cronica
mantenida, con el decremento de la proliferacion de células de tipo C y B,
acompafiado de aumento de nuevos neuroblastos, células tipo A, pero con pérdida de

su capacidad migradora, al menos hacia el bulbo olfatorio.
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Rasmussen y cols [164] usan un modelo especial de EAE desarrollado en la cepa SJL
[169]. Con este modelo se puede estudiar la inflamacién aguda, con insultos repetidos,
y la inflamacion crénica mantenida, provocando una activacion persistente de la
microglia, similar a la que ocurre a nivel cortical de los pacientes con EM. Por tanto,
supone un modelo muy atractivo para el estudio de la ZSV en la EM, ya que refleja la
historia natural de esta enfermedad.

En este modelo se observa una activacion de la ZSV, expresada por aumento de Sox 2
(producido por neuroblastos) respecto a controles sanos tras la provocacion de la
inflamacién aguda, que posteriormente retorna a los niveles basales. Ademas se ha
visto la capacidad migratoria de esta nueva proliferacion celular tras un dafio agudo,
hacia bulbo olfatorio, cuerpo calloso o incluso a zonas mas distales de la ZSV, como a
lesiones perivenulares y a lesiones corticales. Es interesante la observacion de que con
sucesivos ataques inflamatorios esta activacion de la ZSV no se reproduce, sino que se
mantiene en sus niveles basales, por lo que podemos decir que se produce una
inhibicion progresiva de la ZSV, a pesar de que el dafio inflamatorio persista. Estos
hallazgos sugieren que la capacidad proliferativa de la ZSV va cambiando en funcion
del dafio inflamatorio que se produce y por tanto, puede cambiar con las distintas fases
de la enfermedad. En este modelo se estudia el efecto de la inflamacidén crénica,
expresada por la microglia persistentemente activada, sobre la capacidad proliferativa
de la ZSV, observando como en esta situacion el comportamiento de la ZSV es
distinto, se ve inhibida tanto su capacidad proliferativa como su capacidad migratoria.
Es mas, la desactivacion de microglia con minociclina restaura la arquitectura de la
ZSV, revierte el dafio causado y consigue la mejora de la produccion de
oligodendrogénesis y oligodendrocitos maduros, mejorando asi el prondstico de los
ratones a los que se le ha provocado la enfermedad. En definitiva, en este trabajo se
objetiva que la inactivacion de microglia en la ZSV va ligado al aumento de
progenitores en la ZSV, y por tanto concluyen que la microglia persistentemente
activada influye directamente en la capacidad de proliferacion de la ZSV, provocando

su desestructuracion e inhibicion.
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1.6.3 Implicacion de la microglia en la ZSV y en la patogenia de la esclerosis

multiple.

Conocemos como microglia a las células residentes en el SNC cuya funcion es la de
fagocitosis de patdogenos o células degeneradas. La microglia es beneficiosa en
situacion de normalidad, manteniendo la continua supervivencia del microambiente
circundante, gracias a su gran plasticidad morfoldégica y funcional. Cuando aparece un
estimulo nocivo en el SNC, la microglia adquiere el fenotipo “activado”, cambiando
su morfologia y alterando su comportamiento normal. Se produce un viraje del
fenotipo M2, considerado como neuroprotector y anti-inflamatorio al fenotipo M1,
que es el clasico activado, neurotdxico y pro-inflamatorio [170].

Ademds de su funcion fagocitica, la microglia tiene otras funciones, entre ellas
destacar la eliminacion de las sinapsis disfuncionales o la regulacion de la plasticidad
sinaptica, influyendo en el correcto funcionamiento del circuito neuronal. Sin
embargo, la activacion crdonica de la microglia es responsable de la neuroinflamacion
implicada en varias enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la EM. Por tanto la
microglia activada estd siendo investigada como diana terapéutica en muchos de estos
procesos patoldgicos, intentando inmunomodular su componente neurotoxico y
promoviendo su cambio hacia el neuroprotector [171, 172].

Es conocido que la microglia se encuentra méas densamente concentrada en los dos
nichos con capacidad neurogénica, tanto en el giro dentado del hipocampo como en la
ZSV, ademas que en estas zonas presenta un fenotipo mas activo que en las regiones
no neurogeénicas.

Por tanto, se asume que la microglia estd implicada en el proceso de proliferacion de
progenitores neuronales y su posterior migracion y diferenciacion funcional [173].

La microglia en la ZSV tiene una localizacion estratégica, y su funcidon en
circunstancias normales es la de soporte trofico para inducir la neurogénesis y
favorecer la supervivencia de los neuroblastos. Se considera un componente esencial
de la ZSV se encuentra en intimo contacto con las células de tipo B, los neuroblastos y
las células amiplificadores, ademas de tener contacto directo con el plexo vascular, por
lo que esta bien posicionada para influir en el funcionamiento de la ZSV. La microglia
en la ZSV adquiere un fenotipo caracteristico con expresion de distintos marcadores y
citoquinas. Se ha demostrado que libera factores solubles que influyen de forma

directa en la migracion de células de la ZSV y que ademés estos factores son
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esenciales para la generacion de nuevos neuroblastos y oligodendroblastos en la ZSV
[173]. El mayor efecto de la microglia ocurre en el periodo postnatal precoz y decrece
en el adulto, donde adopta una morfologia ramificada de reposo. Aun asi, la microglia
residente en la ZSV del adulto es esencial para la supervivencia de los nuevos
neuroblastos, con funcién de soporte trofico, y para su capacidad de migracion. La
microglia participa ademas en la organizacion de redes en las que participan las
nuevas neuronas y en su incorporacion al circuito existente, en el hipocampo y en el
bulbo olfatorio.

En contexto ambiental de la ZSV puede determinar el estado de activacion de la
microglia y, en funcion de este, determinar una activaciéon o inhibicion de su
capacidad proliferativa. En situaciones patoldgicas, factores liberados por la microglia
activada estimulan la produccion y diferenciacion neuronal a partir de células madres
en la ZSV; también se ha demostrado la generacion de nuevos oligodendrocitos
mediante la estimulacién de la microglia tras provocar la desmielinizacion focal del
cuerpo calloso . Pero es importante entender que la microglia activada en si no
estimula o inhibe la neurogénesis, sino que es un proceso mas complejo en el que el
equilibrio en la secrecion de factores/moléculas pro o anti inflamatorias influye en el
efecto final de dicha activacion. Es importante remarcar que con la edad el fenotipo de
la microglia sufre cambios que van asociados al fallo progresivo de la neurogénesis en

laZSV.

Por tanto, la microglia en la ZSV es fenotipicamente unica, interviene en el control de
la neurogénesis durante los distintos estadios de la vida y promueve tanto la
neurogénesis como la oligodendrogénesis ante los distintos tipos de dafio del SN.
Ademas de estas sefiales solubles, recientemente se han identificado las vesiculas
extracelulares que contienen microRNA como forma de comunicacién entre las
células de la ZSV y la microglia, para regular la neurogénesis en situaciones
fisioldgicos y patoldgicas, por lo que seria una via mas a través de la cual influir o
potenciar la neurogénesis/gliogénesis en situaciones patologicas [173].

En resumen, existe un didlogo bilateral y complejo entre las células precursoras y la
microglia de la ZSV, que varia en funcion de la edad y las distintas condiciones
patologicas. Los precursores controlan la actividad de la microglia y al contrario, el
estado de la microglia que forma parte de la ZSV determina si se potencia o se inhibe

su capacidad proliferativa.
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En cuanto a la EM, cada vez hay mas evidencia de que la activacidon cronica de la
microglia juega un papel en la destruccién de la mielina influyendo en la progresion
de la EM. La microglia estd implicada en todas las fases de la enfermedad; durante los
brotes sirve como célula presentadora de antigeno implicindose en la respuesta
inflamatoria aguda, durante la remision tras la inflamacion aguda contribuye a la
“limpieza” del dafo, con su papel fagocitio, y se pone en marcha su funcién
neuroprotectora durante la fase de remision, contribuyendo a la remielinizacion inicial.
Sin embargo, en la fase tardia de la enfermedad el rol se invierte y la microglia
persistentemente activada tiene un papel fundamental contribuyendo a la inflamacion
cronica responsable del dafio irreversible del SN [6, 174-176].

En este sentido, los inhibidores de microglia son agentes potenciales para el
tratamiento de la EM, sobre todo para prevenir la degeneracion en la fase progresiva
de la enfermedad. Pese al concepto tedrico beneficioso, actualmente no disponemos
terapias orientadas a inhibir la microglia. Se han investigado farmacos como el
dipiridamol, que reduce el TNF-alpha expresado por la microglia activada o
salfinamida, recientemente aprobada en la enfermedad de Parkinson, que actia como
modulador de la transmision dopaminérgia y glutaminérgica en modelos
experimentales de EM y en modelos animales de EAE suprime la produccion de
superdxido por la microglia [171]. Actualmente disponemos de firmacos en practica
clinica que parte de su efecto neuroprotector puede ser a través de la inhibicion de la
microglia cronica activada, como el dimetilfumarato, usado en la forma RR de la
enfermedad o el rituximab, que puede ser usado en la forma progresiva, ya que es uno
de los Unicos farmacos, junto a otro anticuerpo monoclonal anti-cd 20 (ocrelizumab),
que ha demostrado ser eficaz en esta fase de la enfermedad, siendo capaz de reducir el
acumulo progresivo de discapacidad [177, 178].

El futuro terapéutico en la interaccion con la microgia se estd centrando en la
investigacion con la terapia celular. La degeneracion y muerte neuronal es el hecho
subyacente a la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas; por tanto, la terapia
de reemplazamiento celular es una estrategia terapéutica prometedora para abordar a
este tipo de enfermedades. Podemos aproximarnos mediante reclutamiento in vivo de
células enddgenas o mediante trasplante de células exdgenas. Las células precursoras
de la ZSV se consideran una fuente celular adecuada para el trasplante neuronal. Se

considera que su efecto beneficioso no solo reside en la habilidad para generar nuevas
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neuronas u oligodendrocitos, sino en otras capacidades neuroprotectoras, como
soporte neurotrofico, inmunomodulacién o mecanismos de reparacion enddgenos.

Las células progenitoras indiferenciadas inyectadas inducen la activacion de la
microglia, y ésta puede adquirir un fenotipo neuroprotector que puede contribuir al

funcionamiento mas eficaz del injerto [175, 176, 179, 180].

1.6.4 Estudio de zona subventricular en esclerosis multiple.

La ZSV ha sido estudiada en modelos animales de diferentes afectaciones
neurologicas, como epilepsia, isquemia o tras un traumatismo. Se ha demostrado su
capacidad de expansion y la movilizacion de precursores neuronales desde la ZSV
hacia el lugar de la lesion, donde después se podran diferenciar en neuronas o
astrocitos [151]. En modelos de enfermedad inflamatoria desmielinizante se ha
demostrado asimismo la movilizacion de precursores desde la ZSV al lugar de la
lesion y su posterior diferenciacion en células gliales, en concreto en oligodendrocitos
[159], pudiendo contribuir con ello al fendmeno de remielinizacion en enfermedades
desmielinizantes como la EM.

Diversos grupos han demostrado que se producen modificaciones importantes en la
ZSV en respuesta a enfermedades neuroldgicas. La neurogénesis esta incrementada en
la enfermedad de Alzheimer, Huntington y epilepsia; y disminuida en la enfermedad

de Parkinson [150].

En EM existe una especial predisposicion a la afectacion de la zona periventricular,
colindante a la ZSV, donde existe una extensa desmielinizacion, con remielinizacion
incompleta [181] (figura 4). Dada la degeneracion neuronal y desmielinizacion
colindante a la ZSV que ocurre en la EM ha surgido el interés en el estudio del
comportamiento de esta zona critica en esta enfermedad.

Se realiz6 un trabajo postmorten de cerebros de pacientes con EM dirigido al estudio
de la ZSV, para objetivar los posibles cambios que ocurren en esta enfermedad en
respuesta a la intensa inflamacion y al fallo en la remielinizacion [182]. El objetivo fue
demostrar si en la ZSV se podrian generar nuevas células gliales capaces de contribuir

al proceso de remielinizacion.
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Para ello se seleccion6d la parte principal de la ZSV, la coincidente con el ntcleo
caudado tomando como limite la vena estriatal. Esta zona tan precisa fue localizada en

5 controles y 7 pacientes con EM.

Figura 4. Ejemplo de RM cerebral de un paciente de nuestra muestra diagnosticado de EMRR,
donde se muestran las lesiones tipicas de la enfermedad localizadas fundamentalmente a nivel

periventricular.

RM: resonancia magnética, EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente.

La estructura de la ZSV, con la zona “GAP” y la capa de c¢lulas ependimales estaba
preservada en todos los controles. Se confirmo6 un aumento de grosor de esta zona en
los pacientes con EM multiplicando por 2,5 veces su grosor, con aumento significativo
de la densidad celular en pacientes con EM respecto a los controles. Se demostro
mediante inmuhistoquimica la expresion a ese nivel de marcadores gliales, como
GFAP y la forma polisacarida de la molécula de adhesion de célula neuronal (PSA-

NCAM), ambas drasticamente elevadas en pacientes con EM respecto a controles.
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Ademas estos progenitores GFAP+ y PSA-NCAM+ mostraban una orientacion
perpendicular a la pared del ventriculo lateral, lo que podria sugerir su capacidad de
migracion desde la ZSV, accién que no se pudo demostrar en los controles sanos.
También se demostré el aumento de la expresion de factores de transcripcion
implicados en la oligodendrogénesis, como Sox9, Sox10 y Olig2, respecto a controles.
En roedores ya se habia demostrado la migracion de progenitores PSA-NCAM+ desde
la ZSV hasta el lugar de la lesion. En este trabajo de cerebros de pacientes con EM se
observo una poblacion celular PSA-NCAM+ sin expresion de GFAP en las zonas
lesionadas, en las placas de EM y SB periplaca, con forma redondeada, sugerentes de
progenitores PSA-NCAM+. Ademads, estos progenitores eran cuantitativamente mas
abundantes en las placas activas y cronicas-activas, respecto a las cronicas silentes y a
la SB aparentemente normal. En cuanto a la localizacion, estos precursores gliales
eran mas abundantes en las lesiones cercanas a la ZSV respecto a las més remotas,
como por ejemplo las localizadas a nivel cortical. Mediante el anticuerpo anti-Ki67
también se observd que algunas células progenitoras PSA-NCAM+ conservaban su
capacidad proliferativa y podrian ser capaces de generar nuevos progenitores de

oligodendrocitos y astrocitos en lesiones activas y cronicas activas (figura 5).

En resumen, este trabajo muestra una clara expansion y aumento de la proliferacion
celular en la ZSV en pacientes con EM. Los modelos de EAE muestran que tras
insultos inflamatorios repetidos la capacidad proliferativa de la ZSV en EM puede
claudicar, esta muestra de pacientes con EM de larga evolucion parece demostrar que
puede que persista cierta capacidad proliferativa; lamentablemente la limitacién en la
variabilidad de muestras con distintas edades de pacientes y tiempos de evolucion de
la enfermedad no permite extraer conclusiones respecto a los cambios evolutivos que
puedan ocurrir durante el transcurso de la enfermedad, si esta activacion puede verse
agotada con el paso del tiempo, contribuyendo con ello al fracaso de la
remielinizacion a largo plazo, con la consiguiente claudicacion en la reparacion del
dafio del SN y el acamulo de discapacidad progresivo que observamos en casi el 35%
de los pacientes. Por otro lado, aunque esta activacion natural de progenitores
neuronales y oligodendrocitos parece no ser suficiente para prevenir la claudicacion
del SN, su estimulacion podria suponer una interesante diana terapéutica para
conseguir la reparacion del dafio de mielina y la neurodegeneracion, y con ello intentar

cambiar la evolucion de los pacientes a largo plazo [179, 183].
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Figura 5. Modificado del articulo Nait-Oumesmar B et al. (2007). Activation of the
subventricular zone in multiple sclerosis: evidence for early glial progenitors[182]. Figura 5.1
(A-G): Vista macroscopica y microscopica de la ZSV. La ZSV estudiada es la central,
colindante al nucleo caudado, hasta la vena estriatal. En controles la ZSV mantiene su
estructura, con la capa de células ependimales adyacente al ventriculo lateral. En los pacientes
con EM la capa correspondiente a la ZSV multiplica su grosor por 2,5 veces, mostrado con la
doble flecha en controles (5.1.D) y pacientes con EM (5.1.E). Se han detectado células PCNA
(células proliferantes), sefialadas con punta de flecha, en la ZSV, mas abundantes en pacientes
con EM (5.1.G) respecto a controles (5.1.F). Figura 5.2 (H-J), aumento de densidad celular en
pacientes con EM respecto a controles, con capacidad de proliferacion (PCNA) y con
expresion de marcadores implicados en oligodendorgénesis (SOX9). Figura 5.3, presencia de
progenitores de oligodendrogénesis PSA-NCAM+ en las lesiones de EM, mayor en placas
activas (A), seguido de crénicas-activas (CA), cronicas-silentes (CS), placas “shadow” (SP) y
sustancia blanca aparentemente normal (NAWM); la presencia de estos precursores es mayor
en zonas colindantes al ventriculo lateral, la ZSV vy el estriado (St), respecto al cortex (Cx).
Figura 5.3B, esquema de la ZSV de controles y pacientes con EM, siendo en pacientes mayor
el grosor, la densidad de celular, la presencia de progenitores de oligodendrogénesis, ademas

con disposicion perpendicular, con capacidad de migracion hacia la lesion circundante.
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1.7 Estudio “in vivo” de la zona subventricular

Por razones obvias, el andlisis “in vivo” de la neurogénesis y gliogénesis en humanos
es dificil de obtener, por tanto, apenas disponemos de informacion sobre el
comportamiento de la ZSV a lo largo de la evolucion de las diferentes enfermedades

neurodegenerativas.

En la actualidad disponemos de tecnologia por RM que nos permite realizar una
aproximacion “in vivo” al estado estructural de la ZSV, lo que supone un enfoque
prometedor para el estudio de las enfermedades neurodegenerativas. Seria posible que
cambios microestructurales de la ZSV ocurrieran de forma paralela a la progresion de
la patologia de las distintas enfermedades, pudiendo constituir un marcador subrogado

de progresion de la enfermedad.

Cherubini y cols [184] propusieron un protocolo de RM dirigido hacia la investigacion
de la zona periventricular en la enfermedad de Alzheimer, con potencial para detectar

cambios microestructurales en la ZSV a lo largo de la evolucién de la enfermedad.

Para ello se realiz6 la adquisicion de la imagen en una maquina con iman de 3 Tesla
con bovina estandar y se obtuvieron las secuencias ponderadas en T1, en corte sagital.
Se realizé ajuste de un modelo de tensor de difusion a cada voxel para obtener los
mapas de FA y DM. Con un método de segmentacion automatizada (utilizando la
herramienta FIRST, del software FSL) se selecciond en cada sujeto el contorno de los
ventriculos laterales, nucleos caudados, tdlamos e hipocampos, y se calculd la
interseccion entre los ventriculos laterales y las otras tres estructuras. Se definid la
ZSV como la interseccion entre el ventriculo lateral y el ntcleo caudado, con un
volumen laminar con grosor de 2 milimetros. También se calculé con el mismo
volumen la interseccion del ventriculo lateral con el tdlamo y el hipocampo, para hacer
estudios comparativos. Se calcularon los valores de FA y DM de estas tres regiones de
interés (ROI), para cada sujeto y para cada hemisferio. En este estudio se demostro
que en el area de interseccion del ventriculo lateral y el caudado los valores de DM se
incrementaban de forma significativa segin evolucionaba la enfermedad, siendo
menor en los pacientes con deterioro cognitivo ligero y mayores en los pacientes con
enfermedad de Alzheimer establecida. En el resto de ROI no se encontraron

diferencias. Por tanto, concluyeron que existen cambios en la microestructura de la
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ZSV, expresados por incrementos progresivos de la DM, y que éstos podrian reflejar
un defecto de la neurogénesis de la ZSV en relacion con la progresion de la
neurodegeneracion existente desde el deterioro cognitivo leve hasta la enfermedad de

alzheimer establecida.

En otro estudio de RM se evaluaron cambios estructurales de la ZSV en relacion a la
edad. Para ello se llevo a cabo el mismo protocolo de RM y se evalu6 la ZSV en edad
pediatrica, mediana edad y ancianos, en cada sujeto y para cada hemisferio. Se
observo un descenso de los valores de FA e incremento de DM en paralelo al aumento
de la edad, pero solo en la regioén correspondiente a la ZSV del lado izquierdo. Por
tanto, se puede concluir que existen cambios en la estructura de la ZSV con la edad,
que podrian ser reflejo de un fallo en la neurogénesis, responsable asimismo de la
pérdida de volumen cerebral y neurodegeneracion que sabemos que ocurre asociado

al envejecimiento [185].

1.8 Dianas terapéuticas futuras en EM: Terapias neuroprotectoras y de

remielinizacion.

La EM es una enfermedad inflamatoria en la que clasicamente se ha considerado que
existe un insulto inicial a través de células T autorreactivas y macrofagos que dafiaran
directamente a la mielina y a los oligodendrocitos. Por otro lado, también se postula
que pueda ocurrir un fallo inicial de los oligodendrocitos y de forma secundaria se
desencadene en el dafo inflamatorio, ya que se han visto lesiones en estadios iniciales
de la enfermedad en las que existe muchos oligodendrocitos apoptdsicos y escasos
linfocitos T. Es una realidad la heterogeneidad de las lesiones en EM, descritas por

Luchinetti, en la que ambos escenarios serian posibles.

La mielina no solo posee propiedades aislantes que mejoran la velocidad y eficacia de
conduccién axonal, sino que también proporciona un soporte trofico y metabolico
necesario para el correcto funcionamiento y supervivencia del axon. En la EM hay un
dafo precoz de la mielina, lo cual conlleva de forma inexorable a una degeneracion

axonal difusa.
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Se ha demostrado en modelos murinos que existe remielinizacion eficaz, y que esta se
asocia a una recuperacion funcional, lo que abre esperanza para el desarrollo de
terapias remielinizantes. En la EM, tras ocurrir la remielinizacion, aparecen las placas
“shadow”, con una tincidén lipidica intermedia entre la SB normal y la placa
desmielinizada, que traduce una mielina reparada, que es mas delgada y dispersa
respecto a la mielina original [186]. Lo que conocemos de la remielinizacion en EM es
que es extremadamente variable, siendo eficaz en unos pacientes y ausente en otros.
Esta variabilidad depende de factores genéticos e inmunoldgicos. Aproximadamente el
20% de los pacientes con EM presentan una remielinizacion eficaz, reparando en torno
al 60% de sus placas; en contra, cerca de la mitad de los pacientes presentan menos del
10% de placas reparadas [181]. La mayor capacidad de remielinizacion se asocia a una
menor discapacidad, y no solo a nivel de SB, sino también a nivel de SG, cuya
recuperacion se asocia a mejoria de discapacidad cognitiva y fisica [187].

En estadios iniciales de la enfermedad el dafio desmielinizante se puede reparar de
forma eficaz pero conforme evoluciona la enfermedad se ha visto que los mecanismos
de reparacion fracasan, lo cual se ha correlacionado con un mayor dafio axonal

secundario y, por tanto, acimulo progresivo de discapacidad en los pacientes.

Ademas se debe tener en cuenta que la remielinizacion es un fendémeno edad-
dependiente, que fundamentalmente ocurre en los primeros 10 afios de evolucion de la

enfermedad o cuando el paciente no supera los 55 afios de edad [188].

Este fallo en la remielinizacion se debe fundamentalmente a dos fendmenos, por un
lado al fallo a nivel de los precursores de oligodendrocitos, con incapacidad de
reclutamiento de nuevos progenitores hacia el lugar de la lesion y de diferenciacion a
oligodendrocitos maduros y, por otro lado, a la menor capacidad de “limpieza” por
fallo en la fagocitosis de los inhibidores de la mielina creados en el ambiente
inflamatorio de las lesiones de la enfermedad. Ademas de estos dos factores también
se produce una insuficiencia de factores regeneradores derivados de la respuesta

inmunologica que ocurre en la enfermedad [187].

En este sentido, se han desarrollado estrategias para promover la remielinizaciéon en
EM. Por un lado, con el objetivo de promover el reclutamiento de precursores de
oligodendrocitos y su diferenciacion a oligodendrocitos maduros en el lugar de la

lesion; ejemplos de moléculas ensayadas y que han demostrado promover la
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remielinizacion in vitro o in vivo son: bentropina, quetiapina, clemastina, miconazol o
clobetasol. La segunda estrategia es eliminar a los inhibidores de la remielinizacion
presentes en las lesiones, que impiden la diferenciacion de precursores de
oligodendrocitos. Se trata de una via compleja dada la existencia de multiples
inhibidores que actuan a distintos niveles en el microambiente lesionado, por lo que es
dificil que una unica molécula que actia sobre una unica via pueda ser realmente
eficaz [187].

En las ultimas décadas se han desarrollado moléculas novedosas como opicinumab, un
anticuerpo monoclonal dirigido contra LINGO-1, que es un regulador negativo de la
proliferacion de oligodendrocitos y la remielinizacion; se demostr6 en modelos
animales que su inhibicion era eficaz para incrementar la diferenciacion de precursores
de oligodendrocitos y conseguir una remielinizacion eficaz, pero los resultados en
pacientes con EM y neuritis Optica arrojaron resultados controvertidos en este sentido;
si se demostrd aumentar los impulsos eléctricos, pero no una mejoria del prondstico
visual, alteracion cognitiva ni discapacidad [187, 189]. A destacar que estos ensayos
clinicos tienen una duracion de 2 afos, por lo que quiza sea un periodo corto para
poder ver resultados clinicos positivos en este sentido.

También se han estudiado moléculas ya conocidas, como inhibidores de receptor de
acetilcolina o dopamina, que también han demostrado promover la remielinizacién en
modelos animales. Clemastina y quetiapina se estan explorando en ensayos clinicos en
EM. También se esta estudiando altas dosis de biotina como posible terapia
remielinizante en EM para EMP [187].

Por tultimo, las terapias celulares son prometedoras para facilitar la reparacion
neurologica en distintas enfermedades degenerativas y en las Ultimas décadas se han
investigado terapias a partir de cultivos celulares de precursores de oligodendrocitos o
células madre, con el fin de conseguir nuevas fuentes de oligodendrocitos maduros y

remielinizacion axonal [175, 179, 183].

Dentro de las enfermedades degenerativas del SNC, la EM es buena candidata para
realizar terapia celular, porque aunque se trata de una enfermedad con degeneracion
axonal, es considerada inicialmente como una enfermedad desmielinizante. Crear
nueva mielina para recubrir los axones desmielinizados y evitar que sean dafados,
supone un escenario mas favorable que el de la propia reparacion neuronal [190]. El

objetivo de la terapia celular en EM es prolongar la remielinizacion endogena en
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estadios cronicos de la enfermedad, promoviendo la supervivencia, migracion,
diferenciacion y duracion de las células progenitoras; o la implantacion de nuevas
células previamente preparadas in vitro, que se conviertan en oligodendrocitos
funcionales. Estas estrategias deben implantarse antes de que el dafio axonal sea
manifiesto. También se plantean estrategias en las que se pueda manipular el ambiente
de las lesiones cronicas, haciéndolo de nuevo susceptible para que tenga lugar la
remielinizacion eficaz. Conseguir este objetivo hasta estadios avanzados de la
enfermedad seria un mecanismo fundamental para prevenir la discapacidad de los

pacientes a largo plazo [191, 192].

Existen células madre pluripotentes residentes en el SNC, las células madre
neuronales, con capacidad conocida para generar nuevas neuronas y células gliales. La
ZSV es un nicho del SN donde residen estas células, incluido en cerebros de humanos
adultos. En cerebros de animales los precursores neuronales migran a través del tracto
migratorio rostral hasta el bulbo olfatorio, y, en adultos, fundamentalmente lo hacen
hacia el estriado. Los precursores de células gliales migran fundamentalmente hacia el

cuerpo calloso [191, 193].

La capacidad de oligodendrogénesis de la ZSV se ve claramente incrementada ante un
dafio desmielinizante. Este proceso es de alta complejidad y estd regulado de forma
heterogénea a distintos niveles, con diferencias en la expresion génica a nivel regional

e intracelular [194].

Esta capacidad de oligodendrogénesis de la ZSV contribuye de forma significativa a la
remielinizacion tal cual se ha demostrado en diferentes modelos de EAE o modelo de
cuprizone [195]. Se ha demostrado mayor densidad de oligodentrocitos derivados de
células madre neuronales en areas del cuerpo calloso cercanas a la ZSV. Sin embargo,
pese a la existencia de nuevos oligodendrocitos maduros a partir de células madres
pluripotenciales, parece que ante determinado dafio inflamatorio, éstos son incapaces

de formar una vaina de mielina eficaz.

Las células madre de estirpe neural pueden ser manipuladas como estrategia para
incrementar su potencial de oligodendrogénesis. Existen ejemplos con la
sobreexpresion viral del factor Olig2, que tras conseguir infectar a las células de la

ZSV se observo un gran aumento de migracion de oligodendrocitos maduros al cuerpo
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calloso o el aumento del niumero de axones mielinizados también en el cuerpo calloso.
Otros estudios mas recientes han demostrado mediante otros factores estimulantes la
promocion de neurogénesis en la ZSV y el aumento de mielinizacion [195]. Todos
estos factores estimulantes de la neurogénesis y oligodendrogénesis a través de células
madres neurales tienen potencial como futuras dianas terapéuticas en enfermedades

como la EM.
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2. JUSITIFICACION DEL ESTUDIO







En base a la informacion de la que disponemos, podemos concluir que en la EM

existe:

Actividad inflamatoria persistente en el LCR, demostrada por la presencia de
BOC.

Acumulo progresivo de lesiones desmielinizantes, fundamentalmente
localizadas en las areas banadas por el LCR (lo supone la afectacion de
regiones cercanas a la ZSV).

Dafio axonal difuso presente desde el inicio de la enfermedad, con pérdida
progresiva de volumen cerebral.

Evidencia del fracaso de los mecanismos de remielinizacion a largo plazo.
Pérdida de la capacidad de compensacion funcional del dafo a lo largo de la
evolucion de la enfermedad, dando lugar al actimulo progresivo de

discapacidad en los pacientes.

Por otro lado, tenemos suficiente evidencia que la ZSV es una regiéon con capacidad

proliferativa en adultos, en base a que:

Existe produccion tanto de nuevas neuronas como de células gliales, con
capacidad migratoria.

Existen cambios en la ZSV en relacion al dano producido en enfermedades
neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer, Huntington o
Parkinson.

Se ha sugerido que la ZSV est4 activada en EM, con mayor proliferacion y
produccion de posibles nuevas células gliales, en estudio transversal de
cerebros de pacientes.

Existen cambios progresivos en la ZSV en relacion con el empeoramiento del
deterioro cognitivo de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer, en estudio

realizado “in vivo” mediante RM.

Disponemos de tecnologia que nos permite estudiar “in vivo” la ZSV (mediante los

valores de FA y CDA obtenidos por RM de difusion).

Partiendo de estos fundamentos, sabemos que la degeneracion axonal y el acimulo de

lesiones responsables de la discapacidad tardia de los pacientes con EM ya estan

presentes desde el inicio en la enfermedad, ;Podria ser entonces que cambios reactivos

en la ZSV estuvieran compensando el dafio inicial? Y si esto fuera asi, ;A qué se debe
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y por qué se pierde la capacidad inicial de compensacion del SNC, responsable de

progresion de discapacidad tras 10-15 afos de evolucion de la enfermedad?

Toda esta informacion nos lleva a plantearnos el presente estudio, disefiado para
investigar los cambios producidos en la ZSV a lo largo de la evolucion de los

pacientes con EM.

Pretendemos investigar la posible correlacion entre la progresiva afectacion de la ZSV
con la pérdida de capacidad para compensar los déficits neuroldgicos producidos en la
EM, secundarios tanto al acumulo de lesiones desmielinizantes como a la

degeneracion axonal difusa expresada por la pérdida de volumen cerebral.
Este hallazgo nos permitiria establecer un nuevo escenario con posibilidad de

cuantificar procedimientos dirigidos hacia la neuroproteccion y la reparacion del tejido

afecto en la EM.
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3. HIPOTESIS






Existe una destruccion progresiva del tejido del SNC presente desde el principio de la
enfermedad en la mayoria de los pacientes con EM, asi como la evidencia de
mecanismos de compensacion que no permiten el diagnostico de la progresion hasta
que esta se manifiesta clinicamente, es decir, cuando ya han pasado muchos afios
desde las manifestaciones iniciales y los mecanismos de lesion tisular estan

plenamente establecidos.

La hipotesis de la presente tesis doctoral se basa en la existencia de cambios en la ZSV
en los pacientes con EM, que pueden estar en relacion con el fallo de los mecanismos
de reparacion neuronal/glial, expresado por la pérdida de capacidad de compensacioén
funcional del SNC y, en consecuencia, por la aparicion de discapacidad progresiva de
los pacientes.

La deteccion de estos cambios en la ZSV supondria un marcador subrogado de

prondstico de discapacidad en EM.
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4. OBJETIVOS






Establecer si existen cambios en la estructura de la ZSV en los pacientes con

EM mediante estudios de RM.

Establecer si existe correlacion entre los cambios de la ZSV y la aparicion de
progresion sostenida e irreversible de discapacidad en los pacientes con EM,

medida por la escala EDSS.

Analizar si existe relacion entre la alteracion de la ZSV y el acumulo de

volumen de carga de lesiones en los pacientes con EM.

Analizar si existe relacion entre la alteracion de la ZSV y otros parametros
radiologicos de neurodegeneracion, como la pérdida de volumen cerebral
(estudiando los siguientes pardmetros: volumen cerebral global, volumen de

sustancia gris, volumen de sustancia blanca, fraccion de parénquima cerebral).
Establecer si existe relacion entre los cambios de la ZSV y el fallo en los

mecanismos de compensacion en los pacientes con EM, medidos por RM

funcional.
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5. PACIENTES Y METODOS







5.1. Diseno del estudio

Estudio transversal de la ZSV mediante RM de alta definicion en una muestra
representativa de pacientes con EM, tanto EMRR como EMSP, con distintos tiempos
de evolucion de la enfermedad.

Todos los participantes firmaron el consentimiento informado del estudio y el
protocolo fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitari i Politécnic La

Fe (Valencia).

5.2. Criterios de seleccion de pacientes

De un total de 1200 pacientes seguidos de forma prospectiva por la Unidad de
Esclerosis Multiple del Hospital Universitari i Politécnic La Fe en 2014, se selecciond
una muestra representativa de pacientes con EM segun los siguientes criterios de
seleccion:

- Pacientes mayores de 18 afios de edad.

- Pacientes diestros.

- Diagnostico de EM en base a los criterios de McDonald 2010.

- No estar diagnosticados de EM primaria progresiva.

- Pacientes capaces de entender y firmar el consentimiento informado del

estudio.

Se selecciond una muestra de 40 pacientes consecutivos en base a dichos criterios,
tanto EMRR como EMSP, agrupados segun el tiempo de evolucion de la enfermedad

desde el primer brote, en intervalos de 6 afios de la siguiente forma:

- Tiempo de evolucion de la enfermedad de menor de 6 anos: 10 pacientes.
- Tiempo de evolucion de la enfermedad entre 7-12 afios: 10 pacientes.
- Tiempo de evolucion de la enfermedad entre 13-18 afios: 10 pacientes.

- Tiempo de evolucion de la enfermedad entre 19-24 afios: 10 pacientes.

Por otro lado, se seleccion6 una muestra de 11 controles sanos, también diestros,

emparejados con los pacientes segun edad y sexo.
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Por tanto, se selecciono un total de 51 personas a estudiar.

5.3. Recogida de informacion

Se recogieron las siguientes variables demograficas y clinicas:

- Sexo.

- Fecha del primer brote de la enfermedad.

- Edad al diagnéstico de la enfermedad y en el momento de realizar la RM.

- Estudio de bandas oligoclonales en LCR.

- Nuamero de brotes de la enfermedad sufridos hasta el momento de realizar la
RM.

- Tratamientos modificadores de la enfermedad recibidos.

- Tiempo de evolucion de la enfermedad en el momento de realizarse la RM.

- Discapacidad medida por EDSS en el momento del diagnostico y al realizarse

la RM.

5.4. Metodologia de imagen por resonancia magnética

A todos los sujetos se les realiz6 una RM en equipo de 3 Tesla (Achieva Philips
Cuidado de la Salud, Best, Paises Bajos), utilizando una bobina de cabeza de 32
canales. Se adquiri6 una secuencia por tensor de difusion (DTI, del inglés diffusion
tensor imaging) de alta resolucion, con los siguientes parametros (32 direcciones,
valor-b=1300, TR=7000ms, TE=75ms, FA=90°, 66 cortes, voxel 1.58x1.58x2,
NEX=1). Paralelamente, y con el fin de disponer de una referencia anatomica de alta
resolucion para la delimitacion de la zona subventricular, se adquirié una secuencia
eco de gradiente T1-3D con los siguientes parametros (TR=11.83ms, TE=5.77ms,
FA=8°, 264 cortes, voxel 0.48x0.48x0.50, NEX=1.

Asimismo, se adquirieron también imdgenes de RM funcional con contraste BOLD
mientras el paciente realizaba una tarea motora de movimiento de mano (ver
descripcion del paradigma mas adelante). La secuencia de adquisicion fue eco-planar,
con los siguientes parametros: 2D multicorte potenciada en T2*, con un TR = 2000
ms, TE = 30 ms, cortes contiguos de 3.5 mm de espesor, angulo de excitacion = 90°,

NEX = 1. El tamafio del pixel adquirido fue de 1.61 mm x 1.61 mm. Las imagenes se
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obtuvieron con supresion espectral de la grasa para minimizar los artefactos por
desplazamiento quimico. Cada bloque dindmico de imagenes consistié en 40 cortes
transversales con una orientacion paralela a la linea comisura anterior-comisura
posterior, lo que permitié una cobertura de la totalidad del sistema nervioso central
intracraneal con una resolucion temporal de 2 segundos. En total, se adquirieron 80

bloques dindmicos con un tiempo de adquisicion global de 2 minutos y 40 segundos.

5.4.1. Delimitacion de la zona subventricular

Para delimitar la ZSV se us6 la imagen T1 de alta resolucion, utilizando un método
semiautomatico. Se realizaron los mapas de segmentacion de ventriculos laterales de
forma manual en todos los sujetos utilizando el programa MIPAV (Medical Image
Processing Analysis and Visualitation; version 7.0.1) y la delimitacion de los nticleos
caudados de forma automatica mediante los programas FSL (FMRIB Software
Library, Universidad de Oxford) y SPM8 (Wellcome Institute, Londres). Siguiendo la
metodologia de Cherubini y cols [184], se delimitd la ZSV para cada sujeto y para
cada hemisferio cerebral, quedando definida como la interseccién entre las astas
anteriores de los ventriculos laterales y ambos nucleos caudados, utilizando un método
de contraccion-dilatacién con un volumen laminar de grosor de 2 mm y estableciendo

como limite posterior la coordenada correspondiente al foramen de Monro.

5.4.2. Calculo de coeficiente de difusion aparente y fraccion de

anisotropia de zona subventricular.

Para cada sujeto se calcularon los mapas de FA y CDA mediante la herramienta FDT
(del inglés, FMRIB Diffusion Toolbox), del FSL. Posteriormente, se multiplic6 cada
mapa por la ROI de la ZSV para cada sujeto y cada hemisferio cerebral. Al tratarse de
una zona de la SG colindante al LCR y presentar valores de brillo muy dispares, se
realizo un analisis con diversos descriptores estadisticos (media, mediana, asimetria de
histograma y curtosis del histograma, y todos ellos de forma robusta), eliminando
valores espurios (outliers), definidos como aquellos valores fuera del rango de 2 veces

la desviacion estandar (SD, del inglés standard desviation). Figura 6.
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5.4.3. Calculo de volumen de lesiones.

Se realizd una segmentacion manual corte a corte de las lesiones de los pacientes
utilizando las secuencias T2, mediante el programa MIPAV (Medical Image
Processing Analysis and Visualitation; version 7.0.1), obteniendo la superficie global
de las lesiones para posteriormente calcular automaticamente el volumen lesional en
milimetros cubicos (figura 7). Con este mismo programa se creo una mascara de
lesiones y posteriormente con la herramienta Lesion Filling se combinaron estas
mascaras binarias con las imagenes 3D originales para generar nuevas imagenes 3D
con las éreas lesionadas “rellenadas” con intensidades de los voxeles de sustancia

blanca adyacentes.

5.4.4. Calculo de volumen cerebral.

Se llevd a cabo el flujo de trabajo estandar de una metodologia automatizada de
obtencion de parametros de atrofia cerebral. Para el calculo del volumen cerebral total,
volumen regional de SG y SB, volumen de LCR y FPC, se utiliz6 la herramienta CAT
(del inglés, Computational Anatomy Toolbox). En la figura 8 se muestra un ejemplo
de un paciente de la muestra. Se trata de una extension del software SPM, que supone
un conjunto de funciones y subrutinas basadas en MATLAB. CAT usa la morfometria
basada en voxel para realizar la estimacion del volumen de un compartimiento de
tejido especifico. El método empleado incluye diferentes procesos: registro espacial a
un cerebro de referencia, segmentacion y clasificacion de los tejidos (SB, SG y LCR)
y la correccion del bias field (variaciones de intensidad y contraste a causa de
artefactos susceptibles o a la no homogeneidad del campo en el momento de realizar la
RM). Por ultimo, es necesario obtener los valores de volumen para la imagen original,
para ello a la segmentacion se le realiza la transformacion inversa llevandola del

espacio de referencia al espacio original.
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5.4.5. Analisis de resonancia funcional.

La tarea realizada por los sujetos fue la flexion-extension de dedos I-IV de mano
derecha de forma ritmica (metronomo de 1 Hz), llevada a cabo con los ojos cerrados y
monitorizados (para observar que no realizaran otros movimientos adicionales). Se
utilizé un paradigma motor consistente movimientos simples de la mano derecha para
pacientes (todos ellos diestros), dado que este paradigma proporciona valores estables

y altos de activacion.

Los datos fueron analizados mediante el programa SPM. En un primer paso, las
imagenes de RM funcional de cada sujeto se realinearon tomando como referencia el
primer dindmico, con el objetivo de corregir los posibles efectos asociados al

movimiento involuntario de la cabeza durante el tiempo del estudio.

Posteriormente, con el objetivo de minimizar las diferencias macroscopicas y
posibilitar un analisis conjunto de todos los sujetos, las imagenes se transformaron a
un espacio estdndar mediante la normalizacion respecto a una plantilla eco-planar
(MNI, Montreal Neurological Institute). Seguidamente, y para corregir los desfases
temporales entre el primer y ultimo corte de cada dindmico, se aplicd una correccion
temporal (slice timing) tomando como referencia el corte central de cada volumen.
Finalmente, la intensidad de las im4genes normalizadas se suavizé en base a un nucleo
tridimensional gaussiano con una anchura maxima a mitad de altura (Full Width at
Half Maximum, FWHM) de 8 x 8 x 8 mm, con el objetivo de optimizar la relacion
sefial-ruido aproximando los datos a una distribucion normal y minimizando la

potencial variabilidad entre sujetos.

A partir de las imagenes de RM funcional procesadas, para cada region anatomica
definida en el atlas AAL (del inglés, Automated Anatomical Labeling) [196] se obtuvo
un valor PSC. Este valor corresponde a los incrementos/decrementos porcentuales
(relativos) de la senal funcional, con lo que obtenemos un valor unico que marca la
diferencia de activacion de un drea en estado de reposo y al realizar la tarea motora.
Para evitar valores espurios, de cada region cerebral se obtuvo la media, mediana,
desviacion, curtosis, asimetria y percentil 95 de los datos. Se calcularon ademas todos
los valores de forma “robusta”, descartando aquellos valores 2 veces por

encima/debajo de la media.
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Posteriormente se umbralizaron los datos para considerar si un area esta activada de

forma significativa o no, utilizando dos valores diferentes:

- El valor de 0,1, que es el valor correspondiente a la media de las diferentes
medias del porcentaje de activacion de cada area, en todos los sujetos
estudiados.

- El valor de 0,5, que el valor correspondiente a la media de las diferentes
medias del porcentaje de activacion de cada area, en todos los sujetos

estudiados, mas el valor correspondiente a dos desviaciones estandar.

5.5. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd6 mediante los programas SPSS v21.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, IL, EEUU) y GraphPad Prism v6.0c (La
Jolla, CA, EEUU).

Las variables se compararon mediante tests paramétricos si cumplian con la
normalidad. En caso contrario, ante la sospecha de una distribucion no normal o para
comparaciones de muestras reducidas (n<30 sujetos), se usaron tests no paramétricos.

Todos los tests se ajustaron por edad y sexo.

Para las comparaciones intragrupo de CDA y FA de la ZSV se utilizaron los test de U

de Mann Whitney y/o Kruskal Wallis en funcién de las variables a comparar.

Para detectar asociaciones lineales entre CDA y FA con variables de volumen cerebral
o carga lesional se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson, y para la EDSS el

test de rangos de Spearman.

Finalmente se realizd un estudio de regresion lineal multivariante para ajuste de

variables explicativas de los cambios observados en los valores de FA de la ZSV.
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Figura 6. Estudio de difusion por RM. Delimitaciéon semiautomatica del espacio definido
como zona subventricular en secuencia T1 3D. Calculo de parametros de difusion, CDA y FA

para cada hemisferio cerebral.

Delimitacion ZSV
T1 3D

ADC FA

ZSV: zona subventricular; ADC: coeficiente de difusion aparente (del inglés, apparent

diffusion coefficient); FA: fraccion de anisotropia.
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Figura 7. Ejemplo de calculo de volumen de lesiones en T2 realizado de forma
semiautomatica con programa MIPAV. En la figura se muestra como se ha senalado de forma

manual las lesiones de la enfermedad presentes en un paciente de la muestra.

MIPAV: Medical Image Processing Analysis and Visualitation

Figura 8. Ejemplo de estudio volumétrico cerebral realizado con herramienta CAT (del inglés,
Computational Anatomy Toolbox). Estudio de volumen cerebral global, y regional (sustancia

blanca, sustancia gris).

L ol | e X
. - O = il (Ociginal T1)
av /o
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6. RESULTADOS







6.1. Caracteristicas de la cohorte del estudio

Se estudiaron un total de 51 sujetos, 40 pacientes y 11 controles, ajustados por edad y
sexo. La muestra se compuso por 34 mujeres (66,7%) y 17 hombres (33,3%), con una
edad media al primer brote de 31,5 afios (DE: 9,23). La edad media en el momento de
realizar la RMN fue de 44,8 anos (DE: 8,57), con un tiempo medio de evolucion de la
enfermedad de 13,26 afios (DE: 7,23) en el grupo de pacientes.
Se comprobo que no existian diferencias en cuanto a edad (p=0,77) y sexo (p=0,10)
entre el grupo de pacientes y controles (tabla 1). Las variables demograficas del total
de la muestra y dividas en los subgrupos de pacientes en funcion del fenotipo clinico y
los controles quedan expuestas en la tabla 2.
Respecto a las formas clinicas, 29 pacientes correspondieron a forma EMRR y 11
pacientes a forma EMSP. La mediana de nimero de brotes previos sufridos en el
momento de realizar la RMN fue de 3 (RIQ: 2-4). El 86,1% de los pacientes recibid
algin TME.
En cuanto a la discapacidad en el momento del diagnostico de los pacientes, la
puntuacion mediana en la escala EDSS fue de 2,5 (RIQ: 2,3-3,5) y en el momento de
realizar la RMN de 2,5 (RIQ: 1-4).
Se obtuvieron datos de LCR en 23 pacientes (57,4% de la muestra), objetivando la
presencia de BOC tipo IgG en el 73,9% y tipo IgM en el 36,4% de los pacientes.
Los pacientes fueron estratificados segun el tiempo de evolucion en los siguientes
grupos:

- 0-6 afos: 10 pacientes

- 7-12 afios: 10 pacientes

- 13-18 afos: 10 pacientes

- 19-24 aos: 10 pacientes

Los datos los referentes a los distintos grupos de pacientes agrupados en funcion del

tiempo de evolucion en el momento de realizar la RM quedan expuestos en la tabla 3.
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Tabla 1. Sexo y edad de los sujetos de la muestra en el momento de realizar la RM. No

existieron diferencias estadisticas entre los pacientes y los controles.

_m

Edad al realizar la RM (DE) 45,6 (14.8) 44,6 (8,6)

Sexo (H/M); (Yomujeres) 5/6 (54,5%) 1128 (71,8%) 0,10

Valor p: U de Mann Whitney, DE: desviacion estandar, H: hombre, M: mujer.

Tabla 2. Variables demograficas del total de la muestra de pacientes y controles. Variables
demogréficas y clinicas de pacientes divididas en funcion del fenotipo clinico, EMRR o

EMSP.

Pacientes total EMRR EMSP Control
(=401} (n=29) (n=11) (n=11)
0.86

Edad al Dx, afios {DE) 31.6(9.3) 31.8(9,7) 31,2(8.5)

Edad a la RM 446 (8,6) 42.7 (8.6) 50,2 (6.1) 0.85 45.6(14.8)
Sexo HM (% M) 11/28 (71,8%) 920 (69%) 28 (80%) 0.2 5/6 (34.5%)
BOC IgG, (%opositivas) 1723 (73.9%) 14/19 (73.7%) 3/4 (75%) 023

BOC IgM, Yopositivas (n) 4711 (36,4%) 3/8 (37,5%) 1/3(33,3%) 0,82

Brotes previos (RIQ) 3(24) 3(2-4) 3,5(3-7) 0,08

TME recibidos (DE) 09(0.3) 0.9(0.3) 0.6 (0.5) 0,03

EDSS al diagnostico 25(1.33,5) 2(1-2,5) 3,5(34.1) <0,001

EDSS a la RM 25(1-4) 2(1-3.3) 5,0 (4,4-6,8) < 0,001

Tiempo de evolucion, afios 12,5 (6-19.8) 10,6 (5,6-16,2) 20,9 (16,4-23.3) 0,002
(RIQ)

Volumen de lesiones 4755,1 mm* 31273 mm’ 12017,5 mm? < 0,001
(1812.7-10367.4) (13958-5177.8) (9049,6-26358.5)

Fraccion parénquima 74,3 (72-76,8) 75,6 (73,8-77.9) 69,6 (67,5-72,7) 0,004 77,9 (74,5-78.5)
cerebral

EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis multiple secundaria progresiva, Dx:
diagnoéstico, RM: resonancia magnética, H: hombre, M: mujer, BOC: bandas oligoclonales, RIQ: rango
intercuartilico, TME: tratamiento modificador de la enfermedad, DE: desviacion estandar, *U de Mann

Whitney.
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Tabla 3. Variables demograficas y clinicas de pacientes divididas en funcion del tiempo de

evolucion de la enfermedad.

Tiempoe
evolucion

Tiempo
evolucion
7-12 ntos

(o=11)

Tiempo
evoluclon
13-1% afios

=10y

Tiempao
eyoluchin
19-24 afion

(o=14)

(-6 uhos
(n=11)

Edad al Dx, aios {DE)

Edud o la RM
Sexo H/M (% M)
BOC 1gG, (Yepositivas)

BOC IgM, (%positivas)

Brotes previos (R1Q}

TME recibidos (DE)

EDSS al diagndstico (R1Q)
EDSS a la RM (RIQ)

Forma clinica (EMRR/EMSP)

Volumen de lesiones (RIQ)

Fraccion parénquima cercbral
(RIQ)

38,2(10,6)

41,9(9.6)

37 (10%)
506 (83.3%)

1/4 25%)

2(1,5-3)
0.9(0.4)
2(1,3-3.3)

1(1-3,3)
91

1955,3 mm’
(224 5-14741,3)

76,7 (75,5-79.1)

33.509.5)

42.8010,2)

37 (T0%)
67 (85,7%)

W1 (0%)

2(1,5-3)
L{0,0)
2(1-2,6)

2(1-2,%)
10/

2661,8 mm’

(1751,0-5051.,8)  (1844,9-6555.4)

T4,4(73,7-78,3) 734(704-76,9)

29,6 (5,5)

453 (6.2)
SI5(50%)
1/4 (25%)

172 (50%)

4(3.3-5.5)
1{0,0)
3(1,3-3.%)
33 (144
82

47551 mm’

259011

48,1 (8,0)
19 {90%)
506 (83.3%)

2/4 (50%)

4(3-7)
0,6(0.5)
3(2.14.1)

5(3,5:6,7)
31

118227 mm*
(4926,3-26358.5)

70,9 (67,5-74.3)

031

0,01
0.02

034

0,03

0.02

EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis multiple secundaria progresiva, Dx:

diagnostico, RM: resonancia magnética, H: hombre, M: mujer, BOC: bandas oligoclonales, RIQ: rango

intercuartilico, TME: tratamiento modificador de la enfermedad, DE: desviacion estandar, *H de

Kruskal-Wallis.

A todos los sujetos se les realizo la RM con las secuencias previstas. Se adquirieron un

total de 51 RM, pero posteriormente se descartaron tres estudios por presentar

problemas en las secuencias de DTI, obteniendo valores inconsistentes en la

reconstruccion. Por tanto, finalmente dispusimos de estudio de difusion (FA y CDA)

en 48 sujetos (38 pacientes y 10 controles).
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6.2. Analisis de la zona subventricular

Para cada mapa de FA y CDA se midid la media, desviacion estandar, mediana,
asimetria y curtosis del histograma. Los valores medios y desviacion estandar de FA y
CDA correspondiente a la ZSV separados por hemisferios cerebrales (derecho e

izquierdo), quedan reflejados en la tabla 4.

Tras analizar los valores del estudio de difusion por RM cerebral, FA y CDA, se
objetivaron valores de FA significativamente mayores en la ZSV del hemisferio
izquierdo de los pacientes respecto a los controles, en todos los estadisticos

descriptivos analizados (Tabla 4 y figura 9).

No se encontraron diferencias significativas en los valores de FA del lado derecho ni
en los valores de CDA de ambos hemisferios entre el grupo de pacientes y controles,

en ninguno de los estadisticos descriptivos analizados.

Aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas, si que se objetivo
una tendencia a presentar distintos valores de FA en funcion de la forma clinica de la
enfermedad, siendo menores los valores en las formas EMRR y mayores en las formas
EMSP, lo que implica un incremento de los valores de FA en pacientes con mayor

tiempo de evolucion de la enfermedad y mayor discapacidad (figura 10).

No se pudieron demostrar diferencias estadisticamente significativas entre los valores
de FA y CDA de los diferentes grupos de pacientes estratificados seglin el tiempo de
evolucion de la enfermedad ni se pudo demostrar la correlacion entre los valores de

FA y CDA vy la discapacidad medida por la escala EDSS.
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Tabla 4. Valores medios y desviacion estandar del estudio de difusion de la ZSV por RM:
CDA y FA, separadas por hemisferios cerebrales (D, derecho; I, izquierdo). Observamos
valores significativamente mayores de FA en el hemisferio izquierdo de los pacientes respecto

a los controles (en negrita). En el resto de parametros no existen diferencias significativas.

| ADC-D (DE) ADC-1 (DE) FA-D (DE) FA-1 (DE)

Controles 992 x 104(166x 10%) 928 x 104(2,17x 10%)  0,1757 (0,0280)  0,1735 (0,04986)
Pacientes 80 x 104+ (3.55x 10%) 822 x 104(2,76 x 10%)  0,1671 (0,0542)  0,2213 (0,0519)
Valor p* 0.112 0.266 0.632 0,013

Valor p: U de Mann Whitney, ADC: coeficiente de difusion aparente. D: derecho, I: izquierdo, FA:

fraccion de anisotropia.

Figura 9. Representacion grafica del aumento significativo del valor de FA de la ZSV
correspondiente al hemisferio cerebral izquierdo de pacientes con EM respecto a controles

(p=0,013).
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Figura 10. Representacion grafica de la tendencia al aumento del valor de la FA de la ZSV
correspondiente al hemisferio cerebral izquierdo de pacientes con EMSP, respecto a pacientes

EMRR vy controles (diferencias estadisticamente no significativas).

3500000000

3000000000

2500000000+
0,2431

FA (Izq)

2000000000+
02130

1500000000~ 0,1734

,10000¢ v T T
Control EMRR EMSP

Forma clinica

FA: fracion de anisotropia, 1zq: izquierda, EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente,

EMSP: esclerosis multiple secundaria progresiva.
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6.3. Analisis de volumetria de lesiones y parénquima cerebral

Se calcul6 el volumen de lesiones en secuencia T2 en todos los pacientes. La media de
volumen lesional en el conjunto global de pacientes fue de 8045,7 mm?, y por
separado segun la forma clinica, fue de 4827,3 mm?® en el grupo de EMRR y de
17351,6 mm? en el de EMSP; siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001). Datos reflejados en la figura 11. También se objetivd un volumen de
lesiones significativamente mayor en relacion a la mayor discapacidad medida por
EDSS (Rho de Spearman 0,73; p<0,001) y al mayor tiempo de evolucién de la
enfermedad (p<0,001).

En cuanto al volumen cerebral, éste también fue significativamente menor en
pacientes respecto a controles, tanto a nivel global como regional, de SG y SB. Seglin
subgrupos, los pacientes SP tuvieron un menor volumen cerebral respecto a los
pacientes RR, siendo esta diferencia estadisticamente significativa tanto para el
volumen cerebral global, como para el volumen de SG, SB y para la FPC (p<0,001).
Los datos quedan reflejados en la tabla 5 y figura 12. La pérdida de volumen cerebral
global y regional también fue mayor en los pacientes con mayor discapacidad medida
por EDSS (Rho de Spearman -0,75; p<0,001).

Respecto al analisis de volumetria cerebral entre los distintos subgrupos en funcién del
tiempo de evolucion de la enfermedad, se detecté un menor volumen cerebral global y
regional, tanto de SG como de SB, y menor FPC en el grupo de mayor tiempo de
evolucion en comparacion con los otros tres grupos. Los datos quedan reflejados en la

tabla 6.

95



Figura 11. Representacion grafica del volumen de lesiones en T2 en funcion de los fenotipos
clinicos. El volumen medio de lesiones fue significativamente superior en los pacientes EMSP

respecto a los pacientes EMRR.
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progresiva.

Figura 12. Representacion grafica del volumen cerebral, expresado por la media del valor de
FPC, en funciéon de los fenotipos clinicos. La FPC fue significativamente superior en los

pacientes EMRR respecto a los pacientes EMSP.
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En cuanto al andlisis volumétrico respecto a la ZSV, se observo una correlacion
positiva entre el incremento de volumen de lesiones y el aumento del valor de la FA
en la ZSV en los pacientes con EM (correlacién de Pearson de 0,49; p=0,002), como
queda reflejado en la figura 13.

También se observo una correlacion inversa entre el volumen cerebral y el valor de
FA, de forma que cuanto mayor es la pérdida del parénquima cerebral (medido por el
pardmetro FPC) en los pacientes con EM, mayor es el valor de FA en la ZSV
(correlacion de Pearson de - 0,48; p=0,001). Los datos se muestran en la figura 14.
Existe una correlacion positiva entre el valor de FPC y el volumen cerebral global
(correlacion de Pearson de 0,43; p=0,02), tal como se muestra en la figura 15.

Se realizé un analisis multivariante para explorar variables predictivas de los cambios
observados en los valores de FA de la ZSV, ajustando en funcioén de las siguientes
variables: edad, sexo, tiempo de evolucion de la enfermedad, discapacidad medida por
EDSS, volumen de carga de lesiones y FPC.

Tras dicho analisis multivariante podemos concluir que el aumento del volumen de
carga de lesiones se correlaciond de forma independiente con el aumento del valor de
FA en la ZSV en los pacientes con EM (p=0,037). El resto de variables, incluida la

FPC, no alcanzaron significacion estadistica. Los datos quedan reflejados en la tabla 7.
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Tabla 5. Datos correspondientes a volumetria, tanto de lesiones en T2 como volumen cerebral,

global y regional. Los datos se muestran separados entre controles y el global de pacientes, y

divididos entre los distintos fenotipos clinicos, EMRR y EMSP. Los pacientes presentaron un

volumen cerebral menor, tango a nivel global como regional, respecto a los controles sanos.

Los pacientes EMSP presentaron mayor volumen de lesiones en T2 y menor volumen

cerebral, tanto global como regional, asi como medido por FPC, respecto a los pacientes

EMRR.

Controles | Pacientes
(n=11) (n=40)

Volumen lesiones T2 0 4755.1

Mediana (RI1Q) (1812,8-10367 4)
Volumen cerebral (ml) 106397 976,46

Media (DE) (126,5) (140,5)

Volumen SG (ml) 603,32 54345

Media (DE) (69.2) (67,6)

Volumen SB (ml) 430,17 37892

Media (DE) (58.0) (73.6)

FCP (%) 76,5 74,4

Media (DE) (4,1) (4.3)

EMRR EMSP
(n=29) (n=11)

0.025

0,004

0,024

0,071

3127.30
(1139,8-5177.8)

1016,63
(132,1)

560,73
(68.4)
399,77
(64.6)
759
(3,4)

1201748
(9049,6-26358,5)

872,77 0,005
(108,5)

498.53 0,007
(41.4)
324.70 0,006
(70.2)

70,2 <0,001
(3.6)

EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis multiple secundaria

progresiva, RIQ: rango intercuartilico, DE: desviacién estandar, SG: sustancia gris, SB:

sustancia blanca, FCP: fraccion de parénquima cerebral, p* U de Mann Whitney, comparacion

entre controles y pacientes, p* U de Mann Whitney, comparacion entre EMRR y EMSP.
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Tabla 6. Datos correspondientes a volumetria, tanto de lesiones en T2 como volumen cerebral,
global y regional. Los datos se muestran separados entre los distintos grupos estratificados en
funcion del tiempo de evolucion de la enfermedad. Los pacientes correspondientes al grupo
con mayor tiempo de evolucion (19-24 afios) presentaron mayor volumen de lesiones en T2 y
menor volumen cerebral, tanto global como regional, asi como medido por FPC, respecto a los

pacientes de los otros tres grupos con menor tiempo de evolucion.

Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
evolucion evolucian evolucion evolucion

0-6 anos T7-12 anos 13-18 anos 19-24 anos
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Volumen lesiones T2 19553 26618 v 4755,1 118227 0.03
(mm’) (224,5-14741,5)  (1751,0-5051,8) (1844,9-65554) (4926,3-26358,5)
Mediana (RIQ)

Volumen cercbral (ml) 10293 1016,2 1011,9 8499 0,02
Media (DE) (117.8) (101,2) (167.9) (101,6)

Volumen SG (ml) 562,1 5643 553.4 4938 0.0
Media (DE) (57.3) (64.6) (81.8) (44,5)

Volumen SB (ml) 4107 394,1 3998 3129 0,02
Media (DE) (59,7) (43.6) (86,6) (65,1)

FCP (%) 773 75.6 74,0 713 0,02
Media (DE) (3.2) (3.2) (4.0) (4.5)

RIQ: rango intercuartilico, DE: desviacion estandar, SG: sustancia gris, SB: sustancia blanca,
FCP: fraccion de parénquima cerebral, p* U de Mann Whitney, comparacion entre controles y

pacientes, p* Kruskal Wallis y U de Mann Whitney para comparar los distintos subgrupos.
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Figura 13. Representacion grafica de la correlacion positiva entre el volumen de lesiones de

los pacientes con EM y el aumento del valor de la FA de la ZSV (Correlacion de Pearson de

0,49; p=0,002).
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Figura 14. Representacion grafica de la correlacion negativa entre el volumen cerebral de los
pacientes con EM y el valor de la FA de la ZSV. A mayor pérdida de fraccién de parénquima

cerebral (FPC), mayor es el valor de la FA de la ZSV de los pacientes con EM (Correlacion de

Pearson de - 0,48; p=0,001).
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Figura 15. Representacion grafica de la correlacion positiva entre el volumen cerebral global y

el valor de FPC.
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Tabla 7. Analisis multivariante. Variables predictivas de cambios observados en la FA de la
ZSV. El aumento de volumen de lesiones en T2 explicd de forma independiente el aumento

del valor de la FA de 1a ZSV. El resto de variables no alcanzaron significacion estadistica.

. a
Coeficientes

Coeficientes no Coeficientes

estandarizados tipificados

Modelo B Error tipico Bita Significacion
(Constante) 0,410 0,305 1347 0,189
Sexo 0,022 0,019 -0,189 -1,163 0,255
Edad RM 0.001 0,001 0,079 0381 0,706
Tiempo evolucion 0,001 0,001 0,121 0,640 0,527
EDSS RM 0,003 0,007 0,194 0,719 0,478
Volumen lesiones T2 2,97 1E-006 0,000 0,537 2,101 0,044
Fraccion parénquima 0,002 0,004 -0,185 -0,641 0,527
cerebral

a variable dependiente: fraccion de anisotropia izquierda
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6.4. Analisis de la resonancia magnética funcional

En respuesta al paradigma motor utilizado, la flexion-extension de dedos I-IV de mano
derecha de forma ritmica, las zonas con mayor porcentaje de activacion fueron las
correspondientes al cerebelo, sobre todo del lado ipsilateral (hemisferio derecho), que
es la estructura principal responsable de la coordinacion, y al area motora contralateral
(hemisferio izquierdo), como corresponde a un paradigma motor realizado por sujetos
diestros. Ante una tarea motora relativamente compleja, como la utilizada en este
proyecto, ademas de activarse el area motora principal, también puede verse una
activacion mas amplia, que implique al area somatomotora (incluye area parietal) y
area motora suplementaria [197, 198]. Las principales areas activadas en la RM
funcional, ordenadas en funcion del porcentaje de sefal de activacion, fueron las

siguientes:

- Area correspondiente a cerebelo derecho, con un valor medio de porcentaje de
activacion de 0,74 (DE: 0,36).

- Area correspondiente a zona precentrral izquierda, con un valor medio de
porcentaje de activacion de 0,60 (DE: 0,28).

- Area correspondiente a zona postcentrral izquierda, con un valor medio de
porcentaje de activacion de 0,57 (DE: 0,26).

- Area correspondiente a zona del vermis, con un valor medio de porcentaje de

activacion de 0,56 (DE: 0,32).

La activacion de las distintas 4reas en respuesta al paradigma motor utilizado quedan
resumidas en la tabla 8. Observamos una tendencia a la menor activacion del area
motora principal, representada por el area precentral del hemisferio izquierdo, en los
pacientes con fenotipo EMSP respecto a los pacientes EMRR y los controles (p=0,06).
Al comparar el porcentaje de activacion de las areas principales entre los diferentes
fenotipos clinicos de EM, se observé que la activacion es diferente entre los pacientes
menos discapacitados, los RR, y los mas discapacitados, los SP. ‘trLa activacion fue
mas intensa en los pacientes RR respecto a los pacientes con fenotipo SP, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas en las principales areas esperadas en

relacion al paradigma utilizado, el 4rea precentral izquierda y el cerebelo derecho,

como queda reflejado en la tabla 9 y figura 16. El 4rea postcentral derecha, un area en
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la que no seria esperado tener una activacion importante dado que todos los pacientes
son diestros y el drea motora activada debe estar localizada en el hemisferio cerebral
izquierdo, se encontrd significativamente mdas activada en EMRR que en EMSP, y
ligeramente mas activada en EMRR respecto a los controles (diferencias

estadisticamente no significativas).

Tabla 8. Valores de sefial de activacion de las areas estudiadas en resonancia funcional.
Quedan expuestos los datos del total de la muestra y separados entre controles y los distintos
fenotipos clinicos de pacientes, EMRR y EMSP. Las areas se muestran ordenadas en orden
descendente de senal de activacion. El area con mayor sefal de activacion fue el cerebelo del
lado derecho, seguido del area motora del hemisferio izquierdo. Al comparar la intensidad de
seflal de activacion encontramos una tendencia a la menor activacion del area precentral

izquierda de los pacientes EMSP respecto a EMRR vy controles.

Cerebelo D 0,84 (0,36) 0,77 (0.37) 0,53 (0.3) 0,74 (0,36) 0.1
Precentral 1 0,67 (0,38) 0,65 (0,23) 0,42 (0.21) 0,60 (0,28) 0,06
Postcentral 1 0,62 (0,39) 0.59 (0,24) 0,48 (0,18) 0,57(0,26) 0,3
Vermis 0.65 (0,42) 0,55 (0,29) 0,46 (0.26) 0.56 (0,32) 0.6
Parietal Superior | 0.60 (0.48) 0,5 (0,3) 041 (0.26) 0.5 (0,33) 0,7
Parietal Inferior 1 0.54 (0,39) 0,42 (0.3) 045 (0.21) 0,46 (0,3) 0.7
Mot Suplementaria D 0.57 (0,38) 0,46 (0.26) 0,45 (0.28) 0,48 (0,29) 0,7
Precentral D 0,38 (0,34) 0,34 (0,23) 021 (0,1) 0,33 (0,24) 0.9
Postcentral D 0,23 (0,32) 0,27 (0,2) 0,14 (0.1) 0.23 (0,69) 0.2
Motora Suplementarial 0,37 (0,31) 0,31 (0,21) 0,36 (0,17) 0,33 (0,22) 0,6

*Prueba de Kruskal-Wallis, EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis

multiple secundaria progresiva, D: derecho, I: izquierdo.
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Tabla 9. Valores de sefial de activacion de las areas estudiadas en resonancia funcional.
Quedan expuestos los datos correspondientes a los distintos fenotipos clinicos de pacientes,
EMRR y EMSP, por separado. Las areas se muestran ordenadas en orden descendente de
sefal de activacion. El area con mayor sefial de activacion fue el cerebelo del lado derecho,
seguido del area motora del hemisferio izquierdo. Al comparar la intensidad de sefial de
activacion encontramos mayor sefial activacion en los pacientes EMRR respecto a los EMSP.
Estas diferencias fuero estadisticamente significativas en las principales areas, la

correspondiente al cerebelo derecho y zona precentral izquierda.

Cerebelo D 0,77 (0.37) 0,53 (0.3)

Precentral 1 0,65 (0,23) 0,42 (0.21) 0,01
Postcentral 1 0,59 (0,24) 0,48 (0,18) 0,12
Vermis 0,55 (0,29) 0,46 (0,26) 0,49
Parietal Sup | 0.5(0.3) 0.41 (0.26) 0.60
Parietal Inf1 0,42 (0.3) 0,45 (0.21) 0,64
Mot Sup D 0.46 (0,26) 0,45 (0.28) 0,34
Precentral D 0,34 (0,23) 0,21 {(0,1) 0,67
Postcentral D 0,27 (0,2) 0,14 (0,1) 0,04
Mot Sup 1 0,31 (0,21) 0,36 (0,17) 0,94

*U de Mann Whitney, EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis

multiple secundaria progresiva, D: derecho, I: izquierdo.
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Figura 16. Representacion grafica de la sefial de activacion del area motora contralateral
(precentral izquierda) correspondiente a controles y pacientes, divididos en funcion del
fenotipo clinico. Se observo una reduccion significativa de la activacion de dicha area en los

pacientes EMSP respecto a EMRR (p=0,013).

Precentral |

1.5+
Il Control

N EMRR
B EMSP

% senal activacion

Forma clinica

EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente; EMSP: esclerosis multiple secundaria

progresiva.

Tal como se especifica en el apartado de métodos, las areas funcionales activadas de
forma significativa se definieron en base a que su sefial media de activacion fuera
superior al umbral establecido. Se defini6 el primer umbral como el correspondiente al
valor medio de la sefial de activacion media de todas las areas y el segundo umbral,

mas restrictivo, al valor correspondiente a la media mas dos desviaciones estandar.

La media de sefial de activacion media de todas las areas fue de 0,1 (DE: 0,2); por

tanto el primer umbral considerado fue de 0,1 y el segundo umbral de 0,5.

Al estudiar las areas activadas de forma significativa en funcion de presentar un nivel
de activacion superior al umbral de 0,1, encontramos que las principales areas,
cerebelo ipsilateral y 4rea motora contralateral, fueron activadas de forma significativa
en el 100% de los controles y en mas del 90% de los pacientes, tanto los EMRR como

los EMSP, sin diferencias entre ellos. La Unica area que se encontrd activada en un
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porcentaje mayor de pacientes respecto a controles correspondié al area motora
suplementaria, tanto del lado ipsilateral como del contralateral (diferencias no

estadisticamente significativas). Los datos quedan reflejados en la tabla 10.

Si nos restringimos a las areas que se activaron de forma diferente entre los controles y
los pacientes, o entre los distintos subgrupos de pacientes, podemos destacar los

siguientes hallazgos:

- La zona precentral derecha (zona motora ipsilateral) fue activada en un
porcentaje mayor de pacientes que de controles, incluso en SP (activada en el
100% de los pacientes).

- La amigdala derecha, parahipocampo derecho y darea postcentral derecha

fueron activadas en un porcentaje mayor de pacientes RR que de SP.
Dichos datos quedan reflejados en la tabla 11 y figura 17.

Al estudiar las areas activadas asumiendo un umbral mas restrictivo, el superior al
valor de 0,5, encontramos una clara reduccion del nimero de areas que se activaron de
forma significativa, siendo las dos areas principales, cerebelo del lado derecho y
motora del hemisferio izquierdo (concretamente el area precentral), las unicas dos
areas activadas por mas del 50% de los sujetos. Las areas con mayor activacion se

exponen en la tabla 12 y figura 18. Como otros hallazgos, a destacar que:

- No encontramos diferencias significativas entre el porcentaje de controles y
pacientes con EMRR en la activacion de ninguna de las areas estudiadas.
- La activacion de las dos areas principales, cerebelo derecho y area precentral

izquierda, fue significativamente menor en SP respecto a RR.

Como hallazgos menos esperados, encontramos dos areas activadas en un porcentaje
significativamente mayor de controles respecto a pacientes, la correspondiente al
parahipocampo izquierdo (solo para el umbral superior al valor 0,1) y a la region
parietal superior derecha (solo para el umbral superior al valor 0,5). Respecto al
parahipocampo izquierdo, aunque aproximadamente un 60% de los controles superase
el umbral de 0,1, lo hicieron de forma muy ajustada, ya que la sefial media de
activacion fue tan solo de 0,1 (DE:0,2), por lo que la activacion global de esta area fue

claramente inferior a la obtenida por el resto de éareas esperadas, que todas ellas
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superaron el valor de 0,5 en controles. Respecto al area parietal superior derecha
(sensitiva ipsilateral), la senal de activacion de los controles fue de 0,41, similar a los
pacientes RR, que fue 0,37 y superior a los pacientes SP, que fue 0,27 (p=0,017). Si
nos restringimos al porcentaje de sujetos que superaron el umbral de 0,5, en esta area
detectamos diferencias globales entre pacientes y controles (p=0,023) y entre controles
y pacientes EMSP, con una menor activacioén en el ultimo grupo (p=0,02). Entre
controles y pacientes EMRR detectamos una tendencia a la menor activaciéon del

ultimo subgrupo, pero no alcanzé significacion estadistica (p=0,09).

Tabla 10. Areas con mayor activacion en funcion del porcentaje de sujetos que superaron el
umbral de 0,1. Se exponen los datos separados entre controles y los distintos fenotipos de
pacientes, EMRR y EMSP. Estas areas fueron activadas por la mayoria de los sujetos, y no
detectamos diferencias estadisticas entre los distintos subgrupos. En respuesta a un paradigma
motor complejo, se activaron las areas correspondientes al area motora principal,

somatomotora y motora suplementaria del lado contralateral, y el area del cerebelo ipsilateral.

(I T 2

Precentral | 100% 96% 20%

Poscentral 1 100% 96% 100% ns
Cerebelo D 100% 93% 90% ns
Motora suplementaria | 81% 88% 90% ns
Motora suplementaria D 81% 96% 90% ns
Parietal inferior | 100% 85% 100% ns
Parietal inferior D 100% 96% 90% ns
Parietal superior | 90% 93% 90% ns

*Prueba de Kruskal-Wallis, EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis

multiple secundaria progresiva, D: derecho, I: izquierdo.
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Tabla 11. Areas con diferente activacion en funcion del porcentaje de sujetos que superaron el
umbral de 0,1. Se exponen los datos separados entre controles y los distintos fenotipos de
pacientes, EMRR y EMSP. En negro se exponen las diferencias entre controles y pacientes
SP, en azul cuando ademas hubo diferencias entre pacientes EMRR y pacientes EMSP; en
todos los casos se produjo una mayor activacion en la forma RR respecto a la SP. En rojo se
sefala cuando las diferencias se observaron entre controles y pacientes RR, en el area
correspondiente a parahipocampo izquierdo la activacion de controles fue superior a la de
pacientes RR y en la region precentral D, ocurre a la inversa, la activacion es

significativamente mayor en pacientes respecto a controles.

Amigdala 1 73% 48% 20% 0,05
Amigdala D 54% 56% 0% 0,008
Cerebelo D 72% 55% 40% 0,01
Olfatorio | 72% 37% 10% 0,015
Parahipocampo | 63% 25% 0% 0,006
Parahipocampo D 63% 44% 0% 0,01
Precentral D 63% 92% 100% 0,02
Poscentral D 63% 85% 40% 0,02

*Prueba de Kruskal-Wallis, U de Mann Whitney, EMRR: esclerosis multiple remitente

recurrente, EMSP: esclerosis multiple secundaria progresiva, D: derecho, I: izquierdo.
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Figura 17. Representacion grafica de la diferente activacion de la zona motora ipsilateral al
estimulo realizado en funcién de sujetos que superan el umbral de 0,1. A) La zona precentral
derecha fue activada por un porcentaje de pacientes superior al de controles, tanto por EMRR
como por EMSP (RR: p=0,02; SP: p=0,04). B) El porcentaje de pacientes SP que activaron la

zona postcentral derecha fue significativamente menor respecto a los RR (p=0,007).
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EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis multiple secundaria

progresiva, D: derecha.
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Tabla 12. Areas con mayor activacion en funcion del porcentaje de sujetos que superaron el
umbral de 0,5. Datos separados entre controles y los distintos fenotipos clinicos, EMRR y
EMSP. Las areas con un mayor porcentaje de activacion fueron: area motora principal,
somatomotora y motora suplementaria contralateral, y cerebelo ipsilateral y central. En azul se
sefalan las areas que fueron activadas por un porcentaje superior de pacientes RR respecto a
los SP. Aunque la activacion global fue menor, el drea parietal superior derecha fue mas

activada por los controles respecto a pacientes SP.

Cerebelo D 72,7% 65,5% 20% 0,015
Precentral 1 54.5% 63% 20% 0,07
Postcentral | 45.5% 48.5% 20% 0,29
Parietal Sup | 45.5% 259% 20% 0,38
Parietal Sup D 45% 18,5% 0% 0,04
Motora Suplementaria D 45% 29,6% 20% 0,44
Vermis 6 45.5% 29,6% 20% 0,44
Vermis 7 45.5% 22.2% 30% 0,36

*Prueba de Kruskal-Wallis, EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis

multiple secundaria progresiva, D: derecho, I: izquierdo.

Figura 18. Representacion grafica de la activacion de las zonas principales en funcion de
sujetos que superan el umbral de 0,5. El porcentaje de pacientes EMRR que activaron las areas

esperadas fue significativamente superior respecto a pacientes EMSP.
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7. DISCUSION






En este trabajo hemos estudiado “in vivo” una muestra de controles sanos y pacientes
con EM con RM y hemos confirmado que existen cambios estructurales en la region
periventricular, y por tanto, en la ZSV de los pacientes respecto a controles sanos.
Hemos podido correlacionar los datos clinicos de estos pacientes con los datos
obtenidos por neuroimagen (volumen de lesiones, volumen cerebral y RM funcional)
y hemos detectado que los cambios referentes a la ZSV son mas evidentes en aquellos

pacientes en los que existe una mayor destruccion de tejido cerebral.

7.1. Diferencias epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con EM:

Para entender nuestros resultados hay que tener en cuenta que los pacientes con EM
no son todos iguales. Por ello estudiamos una muestra representativa de 40 pacientes
con EM con diferentes edades, tiempos de evolucion y diferentes fenotipos clinicos,
tanto formas RR como formas progresivas de la enfermedad. En el momento de
realizar la RM nuestros pacientes se diferenciaban en ciertos aspectos clinicos y
epidemioldgicos que paso a enumerar. Cuando el tiempo de evolucion de la
enfermedad era inferior o igual a 12 afios, la mayoria de los pacientes, el 94,7%,
correspondieron a formas de EMRR; cuando era mayor de 12 afos, el 52,3% fueron
formas EMRR y el 47,7% formas EMSP. En cuanto a las diferencias entre ambos
subtipos, EMRR y EMSP, los primeros habian recibido tratamientos previos en un
porcentaje significativamente mayor (90% pacientes RR frente al 60% de SP, p=0,03).
Y, como es de esperar, los pacientes SP tuvieron un tiempo de evoluciéon mayor y una
mayor discapacidad tanto en el momento del diagndstico como en el momento de
iniciar nuestro estudio. Respecto al analisis de los subgrupos de pacientes
estratificados en funcion del tiempo de evolucion también encontramos diferencias
significativas, en el sentido que los pacientes con un mayor tiempo de evolucion
fueron diagnosticados a una edad mdas temprana, recibieron menos tratamientos
(probablemente porque habia menos tratamientos disponibles aprobados para la
enfermedad cuando fueron diagnosticados), tuvieron un mayor nimero de brotes y la
discapacidad fue mayor. Como ya se ha comentado, a mayor tiempo de evolucion de
la enfermedad mayor fue el porcentaje de pacientes diagnosticados de forma EMSP

respecto a los primeros afos, donde practicamente todos los pacientes fueron

115



diagnosticados de forma RR. Todos estos datos corresponden a la historia natural de la
enfermedad que conocemos en funciéon de lo descrito en la literatura; la enfermedad
tiene un inicio a brotes y en un porcentaje que puede superar el 50% de los pacientes
se produce, tras 15-20 afios de evolucion, el aumento progresivo de discapacidad
independiente de brotes, alcanzando el diagnostico de EMSP [44]. Los TME de los
que disponemos estan indicados sélo en la primera fase de la enfermedad, lo que
justifica que los pacientes con diagnostico de EMRR los recibieran en un porcentaje

superior [38].

7.2. Diferencias estructurales por neuroimagen entre pacientes con EM y

respecto a controles:

Todos los parametros de volumen cerebral, tanto el volumen cerebral global como el
regional, tanto de SB como de SG, asi como el volumen cerebral expresado por el
valor de FPC, fueron superiores en controles respecto a la muestra global de pacientes
y en pacientes RR respecto a los SP y a los que presentaron mayor tiempo de
evolucion de la enfermedad (mostrado en los pacientes estratificados segun los
distintos tiempos). Estos datos van en relacion a lo que ya se ha descrito ampliamente
en la literatura; los pacientes con EM tienen una mayor tasa de pérdida de volumen
cerebral respecto a personas sanas, y, aunque la atrofia se pone de manifiesto desde el
inicio de la enfermedad, seglin esta progresa se hace mas evidente, sobre todo en
aquellos pacientes en los que se pone de manifiesto clinicamente la forma progresiva
Al igual que ocurre en nuestra muestra, la atrofia cerebral se relaciona con el aumento
progresivo de discapacidad de los pacientes, por lo que constituye un marcador
subrogado de discapacidad cada vez mas utilizado en nuestra practica clinica [84, 87].

Asimismo, el volumen de lesiones en T2 fue superior en pacientes con formas
progresivas de la enfermedad respecto a los pacientes RR. Esto se correlaciond de
forma inversa con la atrofia cerebral (FPC) hallada en el estudio global. El estudio de
volumetria de los distintos grupos divididos en funcion del tiempo de evolucion de la
enfermedad mostrd hallazgos similares. Aqui hay que tener en cuenta que los
pacientes con un mayor tiempo de evolucion (mas de 18 afios) en su mayoria
desarrollaron una forma progresiva de la enfermedad y, de forma paralela, presentaron

un mayor volumen de lesiones desmielinizantes y una mayor pérdida de volumen
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cerebral, tanto global como regional, respecto a los otros tres grupos de menor tiempo

de evolucidn.

Es decir, acorde a lo esperado, los pacientes en los que se ha puesto de manifiesto la
forma progresiva de la enfermedad, fruto del fallo en los mecanismos de
compensacion del dafio, mostraron una mayor destruccion del tejido cerebral, con un
mayor acumulo de lesiones propias de la enfermedad y una mayor pérdida de volumen

cerebral.

7.3. Diferencias estructurales por RM de difusion de la ZSV en pacientes con EM

y su relacion con variables clinicas y de neuroimagen:

Con la secuencia de difusion en RM tomando como region de interés la region
adyacente a los ventriculos laterales (incluyendo ZV y ZSV) constatamos un valor de
anisotropia, medido por FA, mayor en pacientes con EM respecto a controles,
ajustando las medidas por edad y sexo. Estudiando ambos hemisferios, estas
diferencias s6lo fueron significativas en la ZSV correspondiente al izquierdo.

Dentro de la poblacion de pacientes, detectamos que el cambio en la FA de la ZSV
tendio a ser mayor en los pacientes SP respecto a los RR, asi como en lo pacientes con
mayor discapacidad medida por EDSS, aunque no encontramos diferencias
estadisticamente significativas.

Demostramos una correlacion directa del aumento de FA con el aumento del volumen
de lesiones de la enfermedad y una relacion inversa respecto al volumen cerebral,
expresado por el valor de FPC, existiendo una buena correlacion directa de este valor

con el volumen cerebral global.

En el andlisis multivariante para analizar los predictores del cambio de la ZSV,
incluyendo la edad, sexo, tiempo de evolucion, EDSS, volumen de lesiones y FPC; fue
el volumen de lesiones en T2 la unica variable que, de forma independiente, explico

los cambios observados en la estructura de la ZSV de los pacientes con EM.

La RM de difusion nos da informacion sobre la estructura del sistema nervioso, en

tanto y cuanto es una medida indirecta del grado de cohesion/ordenacion de un tejido,
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en este caso de la disposicion ordenada de fibras nerviosas. El aumento de FA nos
indica que en la zona estudiada existe una restriccion de la difusion de las moléculas
de agua que se ven obligadas a fluir en una unica direccidon; por el contrario, el
descenso de este valor nos indicaria una desorganizacion o ausencia de direccion

preferencial de las moléculas de agua en el tejido [131].

La RM de difusion ha sido utilizada para el estudio de la ZSV previamente usando la
misma metodologia que hemos usado en nuestro trabajo [184, 185]. El primero de
ellos se realizd en pacientes con demencia tipo Alzheimer (diferentes grados) y
detectaron que conforme progresaba el grado de deterioro cognitivo, disminuian los
valores de FA (o lo que es lo mismo aumentaba el valor de CDA). Los autores
concluyeron que existe una desestructuracion de la ZSV que hipotetizaron se asocia al
fallo en la funcién proliferativa de la misma y, secundariamente, produce la
degeneracion de la enfermedad. En el otro estudio se correlaciona la edad de sujetos
control estudiados con la FA de la ZSV obtenida por RM. Detectaron, de igual forma,
una disminucion de la FA que asocian a un potencial “agotamiento” de la capacidad
neurogénica. En este ultimo estudio, los cambios de FA s6lo se detectaron en el lado
izquierdo, al igual que ocurre en nuestra muestra. En este sentido, destacar que todos
los pacientes seleccionados fueron diestros, por lo que seria el hemisferio cerebral
dominante siempre el izquierdo, y, por tanto, este concepto pudo haber influido en

nuestros resultados.

A diferencia de estos trabajos, en nuestra muestra de pacientes, los cambios detectados
en la estructura de la ZSV fueron en direccion opuesta, en el sentido que nosotros
detectamos un aumento de la FA en pacientes de EM con mayor edad (diferencias
estadisticamente no significativas) y formas mas evolucionadas de la enfermedad. Por
tanto, en este sentido, nos indicaria que existe en la ZSV de los pacientes de EM una
direccionalidad de las fibras que puede ser medida mediante RM, y podria ser de
utilidad en estudios clinicos evolutivos o con fines prondsticos. En ausencia de
correlacion de los datos de ninguno de estos trabajos con estudios de anatomia
patologica no es posible determinar cudl es el fendomeno que subyace a los cambios de

anisotropia en la ZSV, aunque sugeriremos mas adelante algunas hipotesis.
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7.4. Diferencias de funcionamiento neuronal mediante RM funcional en pacientes

de EM:

Respecto al estudio de RM funcional, como era de esperar ante un estimulo motor
coordinado realizado con la mano derecha en pacientes diestros, las zonas con mayor
activacion, tanto en controles como en pacientes, correspondieron al area motora
contralateral (&rea precentral y postcentral izquierda) y al cerebelo ipsilateral (area
cerebelo derecho y vermis) [140]. Estas areas principales fueron altamente activadas
en controles y, de forma similar, en pacientes con forma RR. Tras comparar el
porcentaje de activacion de dichas areas entre pacientes RR y SP, observamos que la
activacion de las dos areas principales, cerebelo derecho y area precentral izquierda, se
realiz6 de forma mas intensa y efectiva en pacientes con forma RR respecto a SP,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas. También observamos la
activacion de areas en pacientes RR, no esperadas ante el estimulo motor realizado,
como el area motora ipsilateral (postcentral derecha). En nuestra muestra, esta area
inesperada estuvo mds activada en pacientes RR respecto a controles y

significativamente mds activada en pacientes RR respecto a SP.

Estos hallazgos van en consonancia con lo descrito en trabajos de RM funcional en
EM, en los que también se observa que los pacientes al inicio de la enfermedad tienen
mayor capacidad de activar con mas intensidad las areas esperadas en funcion de una
determinada tarea y, ademas, de reclutamiento de nuevas areas no esperadas ante el
mismo estimulo. Estos cambios pueden ser reflejo de la capacidad de plasticidad
cerebral y mayor compensacion funcional que pueden tener los pacientes al inicio de
la enfermedad, lo que se traduciria en una mayor adaptacion al dafio cerebral que se
esta produciendo como consecuencia de la enfermedad, sin que éste repercuta al inicio

a nivel funcional en forma de acimulo de discapacidad de los pacientes [142, 143].

En la forma SP, la activacion de ambas areas principales, area motora contralateral y
cerebelo ipsilateral, fue significativamente menor respecto a los controles sanos y
también a los pacientes con forma RR. La activacion del resto de areas estudiadas fue
significativamente menor en el grupo de pacientes SP respecto a RR o controles. En
este grupo de pacientes no se observo el reclutamiento de ninguna area diferente a las

esperadas para la tarea evaluada.
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Detectamos un area, el parahipocampo izquierdo, que estuvo significativamente mas
activada en controles respecto a pacientes, pero esta activacion fue insignificante

(10%) por lo que no se consider6 clinicamente relevante.

Por tanto, conforme evoluciona la enfermedad y los pacientes tienen mayor
discapacidad, detectamos una tendencia a la menor proporcion de areas funcionales

con activacion significativa.

En definitiva, en la misma linea de lo descrito anteriormente en otros estudios de RM
funcional en pacientes con EM, en nuestra muestra observamos que los pacientes con
fenotipo SP tuvieron menos capacidad para activar las zonas corticales esperadas al
realizar una misma tarea y menos capacidad de reclutar nuevas areas respecto a los
pacientes con forma RR. Por lo que, siguiendo esta teoria, esta pérdida de capacidad
de activacion de las areas importantes y de reclutamiento de nuevas areas seria el
reflejo de la claudicacion del SN que ocurre conforme evoluciona la enfermedad, lo
cual lleva asociado el acimulo progresivo de discapacidad que ocurre a los pacientes

en esta fase de la enfermedad [65, 142—144].

Aunque en nuestra muestra observamos una consonancia entre los cambios
estructurales objetivados en la ZSV mediante RM de difusion y la pérdida de
plasticidad o compensacion del dafio del SN medida por RM funcional, ya que ambos
hallazgos ocurren en el mismo subgrupo de pacientes, no conseguimos demostrar su
relacion de forma estadistica. Es posible que el tamafio de la muestra analizada no

fuera suficiente para poder demostrar este hallazgo.

7.5. Posibles mecanismos patogénicos asociados a los cambios microestructurales

enlaZSV:

Ante los hallazgos encontrados en relacion a que existen cambios en la estructura de la
ZSV de los pacientes con EM, proponemos dos hipotesis: que éstos estén en relacion a
una activacion de esta zona o, por el contrario, que sean reflejo de su desestructuracion

o destruccion.

1. Estimulacion de la ZSV en respuesta a un dafio inflamatorio/desmielinizante

agudo. Existen diversos modelos animales de EAE en los que se objetiva un cambio
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en la estructura de la ZSV en respuesta al dafio inflamatorio, con activacion de la ZSV
y mayor produccién de neurogénesis/oligodendrogénesis. En estos estudios se
concluye que ante un dafio agudo de perfil inflamatorio/desmielinizante es evidente un
aumento de precursores de oligodendrocitos, incluso en detrimento de la proliferacion
de neuroblastos que den lugar a nuevas neuronas maduras [154, 164-166]. Estos
oligodendrocitos tienen capacidad migratoria, son capaces de llegar a lesiones
desmielinizantes circundantes, e incluso a otras mas lejanas. Todo ello podria
contribuir al proceso de remielinizacion en enfermedades desmielinizantes como la
EM. Los precursores de oligodendrocitos también contribuyen a mantener la
integridad de la BHE, estructura clave en la patogenia de la EM [199]. Sabemos que
en la inflamacion aguda que ocurre en la EM expresada en forma de brotes y lesiones
con realce de contraste, la integridad de la BHE se ve dafnada y es posible que ello
vaya ligado al dafio progresivo de la capacidad de oligodendrogénesis. En el andlisis
multivariante en relacion al aumento de FA de la ZSV, el unico factor que se relacion6
de forma independiente fue el aumento de carga lesional. Por tanto, este hallazgo
puede estar en relacion con que el dafio desmielinizante es el mayor estimulo para la
“activacion” de la ZSV con mayor capacidad de produccion de oligodendrocitos para
contribuir a la reparacion de SNC/remielinizacion. En este sentido, los cambios
observados en la ZSV de nuestra serie de pacientes pueden ser interpretados como un
intento de compensacion del dano desmielinizante, y esta direccion preferencial de la
ZSV como el aumento celular con predominio de nuevos oligodendrocitos con
capacidad migratoria. Esta interpretacion viene avalada por el estudio publicado
postmortem con cerebros de pacientes con EM, en el que se demuestra la presencia de
mayor celularidad interpretada como la activacion de precursores de oligodendrocitos,
con la finalidad de potenciar nueva oligodendrogénesis [182]. Ademas se ha sefialado
en este trabajo, que estos nuevos precursores estarian orientados en direccion a la zona
dafiada. Esta direccion preferencial o el consecuente aumento de remielinizacion
parcial tras la activacion de la oligodendrogénesis, determinarian una direccion de
fibras que podria ser medida por estudios de difusion con RM de alta resolucion. En
este sentido, podriamos decir que si los cambios observados en la ZSV de nuestra
muestra son reflejo de una activacion de la ZSV con el intento de compensar el dafio,
éste no es suficiente, ya que no es capaz de prevenir la discapacidad de los pacientes.
Por un lado, esto lo podemos explicar porque existe un viraje hacia reparar el dafio

desmielinizante, ya que la neurogénesis o la aparicion de nuevas neuronas maduras
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distales a la ZSV se ha visto que es mucho mas limitada en los cerebros adultos, y que
su estimulo ante un dafio inflamatorio también es mas limitado. Sabemos que la
afectacion desmielinizante es fundamental en la enfermedad y que ademas de los
dafios que provoca de forma directa también puede contribuir en gran medida a la
disfuncion axonal subyacente en la EM, ya que deja expuestos a los axones, que
estaran en contacto con sustancias toxicas, tendran una conduccion menos eficaz, con
una demanda energética mayor y todo ello conlleva finalmente a un circulo vicioso
que desemboca en la disfuncion axonal [6, 175]. Pero el dafio desmielinizante por si
mismo tal vez no pueda explicar todo el proceso neurodegenerativo que ocurre en la
EM. Se ha demostrado en diferentes trabajos que su correlacion con la discapacidad a
largo plazo de los pacientes con EM es mas limitada en comparacion con la influencia
de la degeneracion axonal [43]. Y ademas, a diferencia de lo que ocurre en la EM, en
otras enfermedades desmielinizantes que también pueden cursar de forma recurrente,
como la encemalomielitis aguda diseminada (EMAD) o neuromielitis 6ptica (NMO),
se observan las consecuencias del dafio agudo, causando sintomas similares durante
los brotes que posteriormente pueden ser reparados y compensados, pero en estas
enfermedades no ocurre el proceso degenerativo crénico progresivo posterior que
vemos en la EM [175, 179]. También debemos tener en cuenta el caracter multifocal y
difuso de afectacion de la EM, donde no se produce un dafio desmielinizante en una
zona concreta, sino que este ocurre de forma generalizada, afectando también a la
SBAN [80]. Donde mayor dafio existe es en los lugares expresados como lesiones
evidentes en la RM, y estas ocurren de forma frecuente a nivel periventricular y
cuerpo calloso, localizaciones cercanas a la ZSV, pero también ocurren en zonas mas
alejadas, como en la region cortical, sobre todo en las formas progresivas de la
enfermedad [102]. Estos factores también pueden influir en que la capacidad de
reparacion del dafio desmielinizante que ocurre en esta enfermedad, tan extenso y
generalizado, pueda ser mds limitada que respecto a otras enfermedades

desmielinizantes.

2. Inhibicion de la ZSV en respuesta a la inflamacion cronica mantenida. Existen otros
modelos de EAE, como es el modelo SJL, en el que se estudian los cambios
producidos en la ZSV y su capacidad proliferativa ante la presencia de eventos

inflamatorios recurrentes e inflamacion mantenida expresada por la activacion cronica
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de la microglia [164]. Este modelo animal es realmente interesante ya que simula con
mayor fidelidad la realidad de la EM, tanto en su caricter inicial remitente-recurrente
como en la fase de inflamacion créonica posterior. Utilizando el modelo SJL se observa
una activacion de la ZSV, expresada por aumento de Sox2 respecto a controles, tras la
provocacion de un evento inflamatorio agudo. Cuando éste cesa, los cambios
observados se revierten, retornando a los niveles basales; y, tras sucesivos ataques
inflamatorios, ya se mantienen en niveles basales, por lo que se produce una inhibicion
progresiva de la capacidad proliferativa de la ZSV a pesar de que persista el dano
inflamatorio recurrente. Estos hallazgos pondrian de manifiesto que la capacidad
proliferativa de la ZSV podria ir cambiando acorde con las distintas fases de la
enfermedad. En nuestra muestra de pacientes no hemos incluido pacientes durante o
inmediatamente tras haber presentado el primer brote de la enfermedad, sino que la
mayoria son pacientes que ya habian presentado sucesivos brotes recurrentes (mediana
de 3 brotes; RIQ 2-4) y estaban en una fase estable de la enfermedad, por lo que ello
podria ser el motivo de que los cambios observados en la ZSV de los pacientes con
formas RR sean menos evidentes respecto a controles que los observados en los
pacientes con formas mas evolucionadas de la enfermedad, e incluso que estos
cambios no reflejen una activacion de la capacidad proliferativa de la ZSV, ya que
cabria esperar que, segin este modelo, los cambios producidos al inicio del proceso
inflamatorio ya hubieran sido inhibidos o revertidos. En cuanto al estudio de la
inflamacion cronica, expresada por la microglia persistentemente activada, sobre la
capacidad proliferativa de la ZSV, con este mismo modelo experimental se observa
que en esta situacion el comportamiento de la ZSV es distinto, y es que se ve inhibida
tanto su capacidad proliferativa como su capacidad migratoria. Y es mas, la
desactivacion de microglia con minociclina restaura la arquitectura de la ZSV, revierte
el dafio causado y consigue la mejora de la produccion de oligodendrogénesis y
oligodendrocitos maduros, mejorando asi el pronodstico de los animales a los que se le
ha provocado la enfermedad [164]. Por tanto, la microglia persistentemente activada
influye directamente en la capacidad de proliferencion de la ZSV, provocando su
desestructuracion e inhibicion. En nuestra muestra de pacientes con formas SP, en la
que podriamos esperar que los hallazgos correspondientes a la microglia
persistentemente activada sean mas manifiestos, ya que directamente éstos se han
relacionado con la patogenia de esta fase de la enfermedad [20], vemos como los

cambios producidos en la estructura de la ZSV son mds evidentes respecto a las
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formas RR y respecto a los controles sanos. Estos hallazgos nos permiten interpretar
que los cambios observados en la estructura de la ZSV en nuestra muestra de pacientes
con EM estén en relacion con la destruccion o desestructuracion de la ZSV mas que
con la activacion de su capacidad proliferativa y migratoria. El aumento de la FA
observado seria el reflejo del acumulo de células progenitoras que han perdido su
capacidad migratoria o de células inflamatorias responsables del dafio establecido (por
ejemplo la microglia cronica activada o astrocitos reactivos) o, incluso, de tejido

fibroso que sea capaz también de marcar una direccion preferencial.

7.6. Aplicacion clinica y consecuencias de la afectacion de la ZSV en pacientes de

EM:

La discapacidad a largo plazo de los pacientes depende en mayor medida del dafio
axonal y la neurodegeneracion difusa, y el papel directo de la ZSV en este sentido
podria tener un efecto mas limitado. La remielinizacion de los axones desmielinizados
es fundamental para reconstituir su correcta funcionalidad y por tanto es un
mecanismo primordial de reparacion del dafio del SNC producido en la EM [179,
190]. Como muestran distintos trabajos, la ZSV tiene un papel importante en esta
mision y ante el insulto inflamatorio que ocurre en la EM ésta se ve estimulada,
incrementando su capacidad proliferativa, consiguiendo una remielinizacion eficaz en
estadios iniciales, capaz de compensar las consecuencias del dafio producido en los
primeros afios de la enfermedad [154, 191]. Pero sabemos que con el paso del tiempo,
con la mayor edad de los pacientes y con el dafio acumulado, esta estimulacion se ve
mermada y se produce un efecto contrario, con el consecuente fracaso de los
mecanismos reparadores del SNC [169].

Si se produce un fallo en la remielinizacion y en la reparacion de los axones danados
por el exposicion directa a sustancias toxicas, y eso unido a que probablemente la
capacidad natural de produccion de nuevas neuronas funcionales a partir de la ZSV es
mas limitada en el cerebro adulto, el efecto final serd el del dafio axonal difuso y la
neurodegeneracion responsable del acimulo de discapacidad de los pacientes, pese al
estimulo de la ZSV y la consecuente remielinizacion eficaz que ocurre al menos en
estadios iniciales de la enfermedad [179, 190]. Por tanto, esta activacion de la ZSV

con capacidad de oligodendrogénesis se veria agotada y no seria suficiente de forma

124



natural para prevenir el acumulo de carga lesional, la atrofia cerebral y, finalmente, la
discapacidad de los pacientes (confirmandose nuestra hipotesis). Conociendo el hecho
de que los precursores de oligodendrocitos tienen un papel en el mantenimiento de la
integridad de la BHE [199], el agotamiento progresivo a este nivel podria tener una
implicacion en cierre patologico de la BHE que ocurre en la EM y de esta forma, al
igual que se impide el paso de linfocitos T y citoquinas proinflamatorias, también se
veria limitado el paso a otras citoquinas antiinflamatorias u otros factores de
crecimiento, contribuyendo todo ello a la perpetuacion de la inflamacidon crénica
atrapada que ocurre en estadios finales de la enfermedad [59].

En este sentido y atendiendo a la segunda hipoétesis, los cambios observados en la
estructura de la ZSV de esta muestra de pacientes mediante RM de alta resolucion
podrian reflejar mas bien la pérdida de la capacidad de reparacion del SNC mediante
el fracaso de los mecanismos dirigidos hacia la remielinizacion y, de forma indirecta,
constituir un biomarcador del dafo inflamatorio establecido en las formas progresivas
de EM.

Toda esta informacion la debemos interpretar bajo el conocimiento de que no existe un
mecanismo unico que explique la progresion de discapacidad en la EM y que existen
distintos procesos de reparacion del SN cuyos mecanismos pueden estar alterados de

forma heterogénea [179].

En resumen, los cambios observados en la estructura de la ZSV se corresponde con los
pacientes en los que se ha producido un mayor dafio derivado de la enfermedad
(desarrollo clinico de forma SP, mayor discapacidad, mayor acumulo de lesiones y
mayor pérdida de volumen cerebral), y, por tanto, aquellos en los que han podido
fracasar de forma mas evidente los mecanismos de reparacion/remielinizacion del
SNC. En esta muestra, reflejo de lo que ocurre en la realidad de la enfermedad, estos
mecanismos naturales no son suficientes para compensar todo el daiio, y ello se refleja
en la menor capacidad de compensacion cortical del SN observada en la RM funcional

y en el mayor grado de discapacidad final de los pacientes.
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7.7. Aplicacion clinica del estudio de ZSV en EM y perspectivas de terapia en el

futuro:

Desde el punto de vista clinico, sabemos que en el momento en el que actualmente
somos capaces de diagnosticar la forma progresiva de la enfermedad es tardio, por lo
que el dafo neurodegenerativo ya esta establecido y la discapacidad acumulada por los
pacientes es irreversible, ya que en la practica clinica no disponemos de herramientas
terapéuticas eficaces para revertir todo este proceso. Actualmente existen tratamientos
de alta eficacia para la enfermedad, capaces de controlar con alta probabilidad el
proceso inflamatorio expresado por brotes o actividad en RM. Pero la mayoria de
estos farmacos han fracasado en prevenir o retrasar la discapacidad de los pacientes
cuando son administrados de forma tardia, en la fase progresiva de la enfermedad. En
la actualidad existe una tendencia al cambio en el manejo clinico de la EM, con el
objetivo de administrar los farmacos de alta eficacia de forma precoz, al diagnostico,
con el fin de modificar la historia natural de la enfermedad y tratar asi, no solo de
controlar el proceso inflamatorio, sino también de evitar que se inicie o al menos
intentar frenar a largo plazo el proceso neurodegenerativo de la enfermedad [200,
201]. Dado que estas terapias de alta eficacia conllevan un riesgo asociado al
mecanismo inmunosupresor mas potente, no se pueden administrar de forma general a
todos los pacientes, sino que se deben seleccionar aquellos en los que se considere que
tienen factores de mal prondstico y mayor riesgo de discapacidad a largo plazo. Con
esta finalidad, se hace imprescindible la necesidad de poder identificar a los pacientes
con formas progresivas de la enfermedad de forma precoz, y asi poder recibir cuanto
antes un tratamiento individualizado, de alta eficacia o dirigido a controlar el proceso
neurodegenerativo. Para ello, actualmente existe un compromiso en el desarrollo de
investigacion con el objetivo de desarrollar biomarcadores que nos permitan detectar
desde el inicio, ante el primer brote clinico, qué pacientes son los que presentan una
forma progresiva de la enfermedad, que se pondrd de manifiesto con el paso de los
afios, en forma de aciimulo progresivo e irreversible de discapacidad, cuando ya hayan
fracasado los mecanismos de compensacion del SNC y el proceso neurodegenerativo

sea clinica y radiol6gicamente manifiesto.

Entre las herramientas usadas con esta finalidad, destaca el estudio de atrofia cerebral

mediante RM, ya que ha sido el mas ampliamente estudiado, y nos permite predecir la
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evolucion de los pacientes desde el primer brote de la enfermedad. Sin embargo,
debemos interpretar los valores con cautela, dado que las técnicas disponibles miden el
volumen tisular cerebral, ya sea a nivel global o regional, y no miden de forma
concreta el dafio neuroaxonal. Por ello hemos de tener en cuenta el resto de cambios,
ya sean fisiologicos (estado de hidratacion), secundarios a la EM (pérdida
neuroaxonal, pero también edema por inflamacion aguda, gliosis, desmielinizacion o
procesos de remielinizacion) o secundarios a los distintos TME (reduccion del edema
agudo provocado por las lesiones, citotoxicidad). Por tanto, debemos distinguir entre
atrofia, que supone la pérdida real e irreversible de parénquima cerebral, y
pseudoatrofia, que hace referencia a la pérdida transitoria de volumen cerebral
secundaria a la pérdida de agua (por ejemplo por resoluciéon del edema en la

inflamacion) [87, 127].

Poder detectar en qué pacientes se produce un dafio y desestructuracion de la ZSV nos
podria ayudar a identificar cudles son los pacientes con EM que presentan una
alteracion mas evidente de los mecanismos de remodelacién del SN y, por tanto,
podrian tener mas riesgo de desarrollar la forma progresiva de la enfermedad. Con esta
perspectiva futura, el estudio de los cambios de la ZSV mediante RM de difusion
podria constituir otro biomarcador de dafo establecido a nivel de SNC en EM. El
poder realizar esta aproximacion a la estructura de la ZSV mediante estudios de RM,
nos permitiria realizar in vivo estudios evolutivos para ayudar a comprender los
cambios que se producen en esta estructura critica a nivel de regulacion del SN a lo
largo de la evolucion de los pacientes con EM. En nuestra muestra estudiada hemos
detectado que el valor de la FA de la ZSV tiende a ser mayor en las formas
progresivas respecto a las formas RR y también existe una correlacion significativa
entre el aumento del valor de FA y la mayor atrofia cerebral. La muestra de pacientes
con EMRR seleccionada para este estudio son pacientes con diagnodstico de forma RR
en los que no se ha desarrollado la forma progresiva de la enfermedad tras mas de 10
afios de media de evolucion y pasar los 40 anos de edad, por lo tanto se trata
probablemente de pacientes con EM que no desarrollardn la forma progresiva de la
enfermedad. En este sentido, seria interesante estudiar pacientes desde el primer brote
con criterios de mal pronodstico para el desarrollo de forma la forma progresiva de la
enfermedad, por ejemplo presentar atrofia cerebral u otros biomaracadores de dafio

axonal elevados, como la chitinasa o los neurofilamentos de cadena ligera, desde el
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inicio. Estudiar si en este tipo de pacientes ya existen cambios en la estructura de la
ZSV desde el inicio de la enfermedad nos podria ayudar a identificar a los pacientes
con formas progresivas de forma precoz, y asi ser un marcador mas para poder aplicar

una estrategia terapéutica mas individualizada.

En cuanto a las herramientas terapéuticas, con las TME actuales podemos controlar la
actividad inflamatoria, tanto los brotes como la aparicién de nuevas lesiones o lesiones
activas con realce de contraste en la RM, de la mayor parte de los pacientes con EM
[201]. Ante un primer evento desmielinizante y en estadios iniciales de la enfermedad,
el proceso de remielinizacion que se produce de forma espontanea, aunque es parcial,
resulta inicialmente eficaz, lo cual se traduce en la mejoria clinica de los pacientes.
Sabemos que conforme se suceden mas eventos desmielinizantes la nueva mielina
formada es mas susceptible a la inflamacion y que, por otro lado, el proceso de
remielinizacion natural dependiente del estimulo de la ZSV también se va agotando
ante un estado de inflamacion repetido. En este sentido, el uso desde el inicio de la
enfermedad de TME de alta eficacia capaces de prevenir en un alto porcentaje los
eventos desmielinizantes han demostrado mejorar a largo plazo el pronostico de los
pacientes [202]. Quiza este tipo de tratamientos sean capaces de eliminar en gran
medida la inflamacién y por tanto prevenir la desestructuracion de la ZSV y con ello el

agotamiento de su capacidad proliferativa.

El tnico subgrupo de farmacos que utilizamos en la actualidad para el tratamiento
progresivo de la enfermedad son los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la
proteina ¢d20, el rituximab, usado por uso compasivo en pacientes jovenes con formas
SP activas y el ocrelizumab, aprobado por ficha técnica para pacientes jovenes con
formas PP activas [203, 204]. Ambos farmacos han demostrado gran eficacia para
prevenir la actividad inflamatoria de la enfermedad, pero su beneficio en formas
progresivas puras sin actividad en cuanto a prevenir o disminuir el riesgo de
progresion a largo plazo es mas limitado, sobre todo si lo administramos de forma
tardia, en pacientes con mayor edad o formas mas evolucionadas de la enfermedad. El
mecanismo exacto por el cual pueden ser eficaces en las formas progresivas no es del
todo conocido.

Pese a que disponemos cada vez de mas TME, para poder influir sobre el componente

progresivo de la enfermedad actualmente es prioritaria la busqueda de nuevos
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farmacos o herramientas terapéuticas que puedan tener un mecanismo mas
neuroprotector, que puedan prevenir o influir sobre los mecanismos subyacentes a la

degeneracion axonal o ayudar a estimular los mecanismos de remielinizacion.

Existe un amplio escenario de posibles dianas terapéuticas para la
reparacion/neuroproteccion, y hasta ahora las dianas que parecen mas factibles son
aquellas que promueven la remielinizacion. Otra diana terapéutica con gran
perspectiva dado el papel fundamental que posee en la regulacion de la capacidad
proliferativa de la ZSV son los inhibidores de microglia. Estos suponen agentes
potenciales para el tratamiento de la EM, sobre todo para prevenir la degeneracion en
la fase progresiva de la enfermedad. Pese al concepto tedrico beneficioso y que se han
investigado algunas moléculas en este sentido [171], actualmente no disponemos en la
practica clinica habitual terapias orientadas fundamentalmente a inhibir la microglia.
En este sentido, s6lo disponemos de farmacos que parte de su efecto neuroprotector
podria ser a través de la inhibicion de esta microglia cronica activada, como el
dimetilfumarato, usado en la forma RR de la enfermedad o el rituximab, que puede ser
usado en la forma progresiva, ya que es uno de los pocos farmacos que ha demostrado
su beneficio en esta fase de la enfermedad [177, 178].

El hallazgo de que la ZSV sufre cambios durante la evolucion de la EM abre la
posibilidad a investigar sobre nuevas dianas terapéuticas, como podria ser la
estimulacion de los mecanismos de reparacion naturales de la ZSV, para hacerlos mas
potentes y que de esta forma si sean suficientes para compensar el dano de la
enfermedad a largo plazo y evitar la inexorable desmielinizacion, neurodegeneracion y
actumulo progresivo de discapacidad que ocurre en los pacientes, fundamentalmente en

los que se hace evidente a nivel clinico el fenotipo SP tras los afios de evolucion.

En este sentido la terapia celular propone estrategias para mejorar la remielinizacion

espontanea, evitar su fracaso y con ellos restablecer la estructura normal del SNC.

Podemos aproximarnos mediante reclutamiento in vivo de células enddgenas o
mediante trasplante de células exdgenas. Las células precursoras de la ZSV se
consideran una fuente celular adecuada para el trasplante neuronal. Su efecto

beneficioso no so6lo reside en la habilidad para generar nuevas neuronas u
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oligodendrocitos, sino en otras capacidades neuroprotectoras, como soporte

neurotrofico, inmunomodulacién o mecanismos de reparacion enddgenos.

Se han ensayado distintos abordajes terapéuticos basados en la estimulacion de los
progenitores residentes en la ZSV en modelos animales de EM. También se plantean
estrategias en las que se pueda manipular el ambiente de las lesiones cronicas,
haciéndolo de nuevo susceptible (como el de las lesiones agudas) para que tenga lugar
la remielinizacion eficaz. Son terapias altamente complejas ya que las células
trasplantadas deben sobrevivir al microambiente hostil, diferenciarse en el fenotipo
maduro apropiado, incorporarse al complejo circuito del huésped y conseguir
reconstruirlo. Los oligodendrocitos derivados de la ZSV se desarrollan desde estadios
iniciales hasta llegar al fenotipo maduro capaz de formar nueva mielina y de volver a
cubrir axones desmielinizados en modelos animales [183, 205, 206]. Actualmente se
estan haciendo esfuerzos en la manipulacién in vitro de estos progenitores para
mejorar el prondstico de los trasplantes de células de la ZSV. El trasplante de células
con factores promotores de la supervivencia y la remielinizacion, o la manipulacién
genética para produccion de estos factores, que probablemente se hayan perdido en
estadios tardios de la enfermedad. El caracter multifocal y difuso de la EM supone un

reto para estas prometedoras terapias.
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8. CONCLUSIONES







En cuanto a la implicacion de la ZSV en la progresion de discapacidad en EM, de la

presente tesis doctoral derivan las siguientes conclusiones:

1. Existen cambios en la estructura de la ZSV en los pacientes con EM respecto a

controles sanos y estos pueden ser medidos por estudios de RM de difusion.

2. Los cambios de la estructura de la ZSV son mas evidentes en las formas mas
evolucionadas de la enfermedad, pero, desde el punto de vista estadistico, no
hemos podido establecer su correlacion con la aparicion de progresion

sostenida de discapacidad de los pacientes con EM medida por la escala EDSS.

3. La alteracion de la estructura de la ZSV esté en relacion con el mayor acimulo

de volumen de carga de lesiones en los pacientes con EM.

4. La alteracion de la estructura de la ZSV esta en relacion con la mayor pérdida

de volumen cerebral en los pacientes con EM.

5. Aunque los cambios de la ZSV son mas evidentes en las formas mas
evolucionadas de la enfermedad y en este subgrupo de pacientes si hemos
observado que se produce un fallo en los mecanismos de compensacion
medidos por RM funcional, no hemos podido demostrar su relacion desde el

punto de vista estadistico.
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9. LIMITACIONES DEL TRABAJO







Se trata de un estudio transversal con una muestra limitada. Seria de interés realizar
dicho estudio longitudinal con un disefio prospectivo a medio y largo plazo y con una
muestra mayor, de forma que pudiéramos obtener informacion mas precisa sobre los
cambios que ocurren en la ZSV a lo largo de la evolucion de los pacientes con EM. Al
realizar la medicion de los cambios de la ZSV “in vivo” mediante estudios de RM

estos estudios evolutivos serian mas factibles.

Por otro lado, los hallazgos observados en la ZSV de los pacientes con EM so6lo son
evidentes de forma significativa en la ZSV correspondiente al hemisferio del lado
izquierdo. Como explicacion a este fendomeno, destacar que podria tener una
explicacion en el hecho de que todos los pacientes seleccionados son diestros, y el
hemisferio izquierdo seria el dominante. Como trabajo afiadido, se podria plantear
medir la carga lesional separada por hemisferios en cada paciente, para ver si ésta
fuera diferente y, por tanto, el distinto estimulo lesional pudiera ser una causa de la

activacion diferencial de la oligodendrogénesis en la ZSV de cada hemisferio.

Aunque el estudio de difusion por RM es una técnica que nos ofrece gran informacion
complementaria respecto al sustrato patogénico subyacente al dafio que ocurre en la
EM, debemos tener en cuenta que la especificidad de la técnica puede verse limitada
ante el estudio de regiones con microestructuras complejas, como puede ser la region
definida como ZSV. La falta de correlacion con estudios de anatomia patologica nos
impide conocer de forma definitiva qué cambios ocurren exactamente en la ZSV a lo

largo de la evolucion de la EM.
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10. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION







De la presente tesis doctoral surgen futuras lineas de investigacion que se

desarrollaran en la Unidad de Neuroinmunologia Central del IIS La Fe.

1) Estudio de BHE en EM.

Los cambios en la permeabilidad de la BHE son cruciales en la patogenia de la EM, y
estos cambian en funcion del estadio evolutivo de la enfermedad.

En las formas progresivas de EM, por mecanismos hoy en dia no del todo conocidos,
se produce un cierre de la BHE, lo cual conlleva al atrapamiento de distintas células
inflamatorias que producen una inflamaciéon crénica y mantenida, probablemente
responsable del proceso degenerativo de la enfermedad.

Sabemos que los precursores de oligodendrocitos contribuyen a la integridad de la
BHE. Al inicio de la enfermedad, ante el dafio inflamatorio agudo, se produce un
incremento de estos precursores, que podrian contribuir al cierre posterior de la BHE y
que como consecuencia de ello se impida el paso de células antiinflamatorias y
factores de crecimiento con intencion reparadora desde la periferia. Ello, unido al
fracaso propio de la capacidad proliferativa de la ZSV en la EM, contribuiria al dafio
progresivo e irreversible consecuente de la inflamacion atrapada bajo este cierre

irreversible de la BHE.
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Anexos:

Aunque no encontramos correlacion entre el aumento del valor de FA en la region
definida como ZSV vy la discapacidad medida por la escala EDSS (Rho Spearman
0,23; p=0,17), si detectamos que los pacientes mas discapacitados (definidos por
presentar EDSS superior a 4) tendieron a presentar un valor de FA en la ZSV superior
a los pacientes menos discapacitados (aquellos con EDSS igual o inferior a 4), tal

como se muestra en la figura 19.

Figura 19. Representacion grafica de la FA en funcion de la discapacidad de los pacientes con

EM, pacientes con EDSS igual o inferior a 4 respecto a pacientes con EDSS superior a 4.
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