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Act: Activa 

AMCase: Quitinasa ácida de mamíferos 

ANCOVA: Análisis de Covarianza  

APP: Proteína Precursora Amiloide 

AQP4: Aquaporina 4 

ARN: Ácido Ribonucleico 

ASCT: del inglés Autologous Stem Cell Transplantation (Trasplante autólogo de células madre) 

CPA: Célula Presentadora de Antígeno 

BHE: Barrera Hematoencefálica 

BOC: Bandas Oligoclonales 

BOC-IgG: Bandas Oligoclonales de tipo IgG 

BOC-IgM: Bandas Oligoclonales de tipo IgM 

BOPMS: del inglés “Bout Onset Progressive Multiple Sclerosis” (EMP de inicio a brotes) 

CHI3L1: Chitinase 3-like 1 

CHI3L1LCR: Chitinase 3-like 1 en líquido cefalorraquídeo 

CHIT1: Quitotriosidasa  

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

CPA: Célula Presentadora de Antígeno 

CTRL: Control 

DAB: Diaminobencidina 

DIS: del inglés “Dissemination In Space” (Diseminación en espacio) 

DIT: del inglés “Dissemination In Time” (Diseminación en tiempo) 

DO: Densitometría digital óptica 

EA: Lesión activa temprana 

EAD: Encefalomielitis Aguda Diseminada 

EAE: Encefalomielitis Aguda Experimental 

EDSS: del inglés “Expanded Disability Status Scale” (Escala expandida de discapacidad) 

ELA: Esclerosis Lateral Amiotrófica 

ELISA: del inglés “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (Ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas) 

EM: Esclerosis Múltiple 

EMA: Esclerosis Múltiple Aguda 

EMCD: Esclerosis Múltiple Clínicamente Definida 

EMP: Esclerosis Múltiple Progresiva 

EMPP: Esclerosis Múltiple Primaria Progresiva 
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EMRR: Esclerosis Múltiple Remitente Recurrente 

EMSP: Esclerosis múltiple Secundaria Progresiva 

FCS: Fetal Calf Serum (Suero de ternera fetal) 

FLAIR: del inglés “FLuid-Attenuated Inversion Recovery” 

Gd+: Captante de gadolinio / Gadolinio positiva 

GFAP: del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein (Glicoproteína Fibrilar Ácida) 

H: Hombre 

HLA: del inglés “Human Leukocyte Antigen” (antígeno leucocitario humano) 

HS: del inglés Horse Serum (Suero de caballo) 

IC: Intervalo de confianza 

IFN: Interferón 

IFNγ: Interferón gamma 

Ig: Inmunoglobulina 

IL: Interleuquina 

LA: Lesión Activa tardía  

LCR: Liquido Cefalorraquídeo 

Li: Lesión Inactiva 

Log: Logaritmo 

M: Mujer 

MOG: del inglés Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (Glicoproteína de mielina del 

oligodendrocito) 

MOGrd: MOG related disorders 

NF-kB: Factor Nuclear kappa B  

NfL: Cadena ligera de neurofilamento 

NfLLCR: Cadena ligera de neurofilamento en líquido cefalorraquídeo 

NMO: Neuromielitis Óptica 

NMOSD: del inglés Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder (Trastorno de espectro de NMO) 

PL: Punción Lumbar 

PLP: Proteína Proteolipídica 

Q-alb: Cociente albúmina LCR/albúmina suero 

RCT: Receptor de célula T 

RIQ: Rango intercuartílico 

RLB: Receptor de Linfocito B 

RM: Resonancia Magnética 

rpm: Revoluciones por minuto 
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SAMS: del inglés Single Attack Multiple Sclerosis (Esclerosis múltiple de ataque único) 

SB: Sustancia Blanca 

SBAN: Sustancia Blanca Aparentemente Normal 

SBN: Sustancia Blanca Normal (en controles) 

SCA: Síndrome Clínico Aislado 

SD: del inglés Standard Deviation (desviación típica) 

SEL: del inglés Slow Expanding Lesion (lesión de expansión lenta) 

SG: Sustancia Gris 

SGAN: Sustancia Gris de Apariencia Normal 

SI: Sistema Inmune 

SN: Sistema Nervioso 

SNC: Sistema Nervioso Central 

SRA: Síndrome Radiológico Aislado 

STIR: del inglés “Short inversion Time Inversion Recovery“  

TGF: Factor de crecimiento 

Th: Linfocito T helper (colaborador) 

TME: Tratamientos Modificadores de la Enfermedad 

TNF: Factor de Necrosis Tumoral 

Treg: T reguladores 

vs: versus 
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1.1. Definición de Esclerosis Múltiple 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad crónica de base inflamatoria y autoinmune que 

afecta al sistema nervioso central (SNC). Actualmente, la EM es la segunda causa más 

frecuente de discapacidad en adultos jóvenes, tras los accidentes de tráfico, siendo la edad 

habitual de inicio entre los 25 y 35 años (Kobelt et al., 2017). España es una región con 

prevalencia media-alta de esta enfermedad, alcanzando en la actualidad 80-180 casos por cada 

100000 habitantes, y su incidencia es mayor en mujeres (Perez-Carmona et al., 2019). Además, 

es la enfermedad autoinmune crónica de afectación neurológica más frecuente en países 

desarrollados (Kobelt et al., 2017; Noseworthy et al., 2000; Pugliatti et al., 2006). 

El SNC está constituido por el encéfalo (cerebro, troncoencéfalo y cerebelo) y la 

médula espinal y sus funciones principales son percibir estímulos de la periferia y del propio 

organismo, integrar y procesar dicha información y elaborar respuestas que permitan 

controlar las funciones corporales y relacionarnos con el entorno. Este procesamiento tiene 

lugar en los somas de las células especializadas del SNC o neuronas, y la información se envía a 

través de axones, prolongaciones nerviosas que están cubiertas por una vaina lipídica o 

mielina, cuya función es aislar y optimizar la transmisión nerviosa. En la EM, un mal 

funcionamiento del sistema inmunológico desencadena la destrucción de la mielina causando 

alteraciones en la transmisión nerviosa y originando la aparición de una serie de síntomas de 

diversa índole: fatiga, trastornos visuales, alteración sensitiva o motora, pérdida de equilibrio 

y/o coordinación, disfunción de esfínteres y del tránsito intestinal… por los que recibe el 

nombre popular de “la enfermedad de las mil caras”. 

1.2. Etiología de la EM 

A día de hoy, la causa de la EM es todavía desconocida. Lo que se sabe es que se trata de una 

enfermedad de carácter multifactorial influenciada por factores genéticos y 

medioambientales. 

Estudios realizados en gemelos y hermanos sugieren que los factores genéticos 

aumentan la susceptibilidad de padecer la enfermedad (Hafler, 2004). Se han detectado 

variantes polimórficas en algunos genes de la región del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH), que podrían estar relacionadas, en concreto el alelo HLADR-

B1*15:01, con más prevalencia en casos de EM (Dyment et al., 2004; Ebers, 2013; Sawcer and 
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Hellenthal, 2011). Si atendemos a los factores ambientales, el virus Epstein Barr es el agente 

infeccioso más relacionado con esta patología (Almohmeed et al., 2013; Guan et al., 2019). 

Numerosos estudios han demostrado que niveles bajos de vitamina D están 

relacionados con enfermedades autoinmunes, de ahí la influencia de la latitud en la EM y la 

mayor incidencia en países del hemisferio norte, con menos horas de luz solar (Handel et al., 

2010). Además, estudios recientes han implicado a la microbiota intestinal como posible 

reguladora de la integridad en la barrera hematoencefálica (BHE), que podría regular el paso 

de células del sistema inmune (SI) al SNC en determinadas condiciones (Braniste et al., 2014; 

Michel and Prat, 2016). 

Por último, otro factor externo como el tabaco está relacionado con aumento de 

susceptibilidad a padecer EM y también puede alterar el curso de la enfermedad si está ya 

establecida (Handel et al., 2010). 

1.3. Patogenia de la EM 

En el SNC, las células se disponen dando lugar a dos formaciones: la sustancia gris (SG), 

formada por el soma de las neuronas, dendritas y fibras amielínicas, y la sustancia blanca (SB), 

formada por los axones, envueltos en las vainas de mielina.  

Como hemos comentado, en la EM se daña el recubrimiento de mielina de los axones, 

provocando la aparición de lesiones desmielinizantes conocidas como “placas” en la SB. Sin 

embargo, hace décadas que se reconoce la presencia de lesiones en la SG y la pérdida 

neuronal progresiva asociada a atrofia cerebral, sobre todo en fases más avanzadas de la 

enfermedad (Babinski J., 1885; Wegner et al., 2006). La neurodegeneración puede detectarse 

incluso en axones aún mielinizados y constituye un fenómeno que parece presente ya desde el 

momento del diagnóstico clínico y se perpetúa con el tiempo (Absinta et al., 2015; Fraenkel 

and Jakob, 1913). Asimismo, se ha visto que en la periferia de las lesiones el tejido 

aparentemente normal puede presentar signos histológicos de inflamación que las técnicas de 

imagen actuales no son capaces de detectar; en este caso, hablamos de sustancia blanca de 

apariencia normal (SBAN) o sustancia gris de apariencia normal (SGAN). 

Aunque la fisiopatología de la EM no es del todo conocida, se sabe que el SI está 

involucrado. A este respecto, existen dos grandes tipos de respuesta inmunitaria: a) la 

inmunidad innata, a priori más inespecífica, presente en el organismo de forma natural, que 
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sirve como un primer freno al ataque de los microorganismos y, b) la inmunidad adaptativa, 

orquestada por los linfocitos, más específica y con memoria, necesaria para defendernos de 

ataques repetidos del mismo microorganismo.  

1.3.1. Inmunidad innata 

La respuesta inmune innata desempeña un papel importante tanto en el inicio como en la 

progresión de la EM, modulando la activación de los linfocitos T y B. Cuando un antígeno 

(molécula considerada extraña por el organismo) es detectado por las células dendríticas, las 

células presentadoras de antígeno (CPA) por excelencia, lo fagocitan, lo procesan en su interior 

y exponen parte del mismo en su membrana asociado al CMH, que puede ser de clase I o II. 

Esa asociación CPA-CMH-antígeno se presenta al receptor de los linfocitos T (RCT) naïve, 

formando el complejo trimolecular o “cleft” inmunológico, y estimula su diferenciación a los 

diferentes tipos de linfocitos, activando así la respuesta inmune adaptativa. 

La presentación de antígenos también puede llevarse a cabo por monocitos, 

macrófagos y microglía ubicados en el SNC. La microglía forma parte de la glía residente del 

SNC, y es una célula con capacidad fagocitaria y de soporte encargada de la vigilancia 

inmunológica. La microglía activada tiene dos estadios: uno proinflamatorio (M1), en el que se 

producen citoquinas que promueven la inflamación para combatir el daño o infección, y otro 

antiinflamatorio (M2), en el que se secretan citoquinas que facilitan la fagocitosis de restos 

celulares y la reparación tisular. En la EM, la microglía adopta un fenotipo activado y recluta 

células de la inmunidad adaptativa. Además, participa en el proceso de desmielinización, 

fagocitando la mielina (Chu et al., 2018; Grajchen et al., 2018). Se desconoce si la fagocitosis de 

la mielina tiene una función neuroprotectora, de limpieza de restos tras la desmielinización, o 

bien si fagocitan mielina intacta y la presentan a los linfocitos T causando una perpetuación 

local de la inflamación. 

Otra célula glial, la más abundante, el astrocito, al que se le ha atribuido 

históricamente un papel de soporte trófico en el SNC, se ha visto que puede tener un papel 

relevante en la neuroinflamación, incluyendo la patogenia de la EM. Inicialmente se pensaba 

que el astrocito reactivo tenía como función formar una “cicatriz” en la zona de lesión, pero 

actualmente se sabe que participan activamente en la formación de las lesiones y en el 

reclutamiento de células del SI periférico al SNC (Horng et al., 2017; Ponath et al., 2018). 

Además, estudios funcionales en astrocitos de ratón han mostrado que, tras activarlos con 

IFNγ, son capaces de actuar como CPA débiles activando, aunque moderadamente, a los 
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linfocitos T CD4+ y CD8+ (Weber et al., 1994) y liberando factores proinflamatorios como BAFF, 

IL-6 e IL-15 que promueven la supervivencia de las células B (Krumbholz et al., 2005; Michel et 

al., 2015). 

1.3.2. Inmunidad adaptativa 

Dentro de la respuesta inmune adaptativa, se identifican dos tipos de inmunidad: la inmunidad 

celular (mediada por linfocitos T) y la inmunidad humoral (mediada por linfocitos B). 

Inmunidad celular 

Una vez las CPA presentan el complejo antígeno-CMH a los linfocitos se produce una activación 

inicial de los linfocitos T en los órganos linfáticos secundarios, donde se encuentran con las 

CPA atraídos por quimiocinas específicas. En primer lugar, el linfocito T, a través de su 

receptor, RCT, reconoce el péptido antigénico. A continuación, se estabiliza la unión CPA-

linfocito con ayuda de integrinas. Por último, se produce una cascada de señales activadoras 

desde el RCT, que es estimulada por correceptores presentes en el linfocito T, como CD3, CD4 

y CD8, que contribuyen también a hacer más resistente la adhesión a la CPA. Existen 

coestimuladores que potencian la transmisión de la señal, como B7, que permite que se active 

el linfocito T y produzca IL-2 favoreciendo la proliferación y la expansión clonal. En definitiva, 

se construye una sinapsis inmunitaria formada por el CMH, el péptido antigénico y el RCT que 

hace que la señal se potencie y se transmita hacia el linfocito T. 

Dependiendo de las citoquinas que liberen las CPA, los linfocitos T CD4+ naïve se 

activan dando lugar a distintas subpoblaciones de células T colaboradoras (Th=helper): células 

Th1, Th2, Th9, Th17 y T reguladoras (Treg) (Zhu et al., 2010). Las células Th1 liberan citoquinas 

proinflamatorias (IFNγ, TNFα, IL-2) que estimulan la inflamación local y activan a los 

macrófagos, optimizando su función como CPA. Las células Th2 secretan citoquinas anti-

inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-13) implicadas en respuestas a patógenos extracelulares. Las células 

Th9 producen IL-9, inhiben la apoptosis y también se implican en la respuesta a patógenos 

extracelulares. Las células Th17 producen IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 que promueven la 

inflamación aumentando la expresión de moléculas de adhesión y reclutamiento de 

neutrófilos. Los linfocitos Treg producen citoquinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-β) y su 

función principal es la prevención de la autoinmunidad, suprimiendo o disminuyendo la 

función de otros linfocitos T proinflamatorios (Haynes et al., 2019). Paralelamente, se produce 

la activación de otro tipo de células inmunitarias, los linfocitos T citotóxicos o CD8+, con 

funciones efectoras de la inmunidad celular. Los linfocitos T CD8+ naïve pueden ser activados 
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de diferentes maneras. Una forma de activación consiste en la expresión de B7 en la 

membrana de las CPA, bien motivada por una infección viral o bien por la interacción con los 

linfocitos T CD4+. También pueden activarse por la liberación de IL-2 por parte del linfocito T 

CD4+ directamente al linfocito T CD8+ (Peter Parham, 2006). Estas células producen citoquinas 

y quimiocinas para neutralizar de forma directa a las células infectadas mediante la liberación 

de sustancias como granzimas y perforinas que lisan la membrana de la célula diana. Los 

linfocitos T CD8+ son activados por los antígenos presentados por el CMH de tipo I. En 

condiciones normales, apenas hay linfocitos CD8+ ni se expresa el CMH de tipo I, pero en 

ambientes inflamatorios aumenta su expresión (Höftberger et al., 2004; Sinha et al., 2014) 

(Figura 1).  

 
Figura 1. Inmunidad celular mediada por células T. Diferenciación de células T CD4+ naïve en 
diferentes subpoblaciones de células Th (Th1, Th2, Th9, Th17 y Treg). Estas células producen 
unas citoquinas determinadas implicadas en diferentes funciones en la respuesta inmunitaria. 
Los linfocitos T CD8+ pueden ser activados por la expresión de B7 en la CPA o por la secreción 
de IL-2 por parte del linfocito T  CD4+, activando la producción de proteínas que participan en 
lisis celular. 

CPA: Célula Presentadora de Antígeno; CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad; RCT: Receptor de 
Célula T; Th: Linfocito T colaborador (“helper”); IL: Interleuquina; TNF: Factor de necrosis tumoral; IFN: 
Interferón; TGF: Factor de crecimiento. 
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Inmunidad humoral 

La respuesta humoral se inicia con la interacción entre el antígeno presentado por el CMH y la 

IgM o la IgD expresadas en la membrana de un linfocito B naïve. Esta unión, junto con las 

proteínas Igα e Igβ que se expresan en el linfocito B, da lugar al complejo RLB (acrónimo de 

Receptor de Linfocito B). La activación del linfocito B hace que produzca anticuerpos, que 

pueden ser IgM e IgD o incluso otros diferentes (IgA, IgE, IgG) mediante el proceso de 

conmutación de isotipos, que consiste en recombinar la región VDJ de los genes de 

inmunoglobulinas, determinando así la expresión de un tipo de Ig concreto. 

Las células B pueden activarse de forma independiente de los linfocitos T (solo con la 

unión al antígeno de la CPA) o dependiente de los mismos. La activación dependiente de 

células T ocurre con antígenos proteicos que la célula B interioriza y presenta a través del CMH 

de tipo II. Tras la unión receptor-antígeno, la célula T expresa CD40L que se une al receptor 

CD40 en la célula B, la interacción se estabiliza y la célula T libera citoquinas que promueven la 

proliferación y diferenciación de la célula B.  

Una vez activados, los linfocitos B pueden diferenciarse en plasmablastos, células 

plasmáticas  de vida corta, que abandonan los folículos para dar respuesta rápida a un agente 

extraño, principalmente produciendo anticuerpos tempranos (IgM) (MacLennan et al., 2003; 

Nutt et al., 2015). Otros linfocitos B dan lugar a centroblastos que permanecen en los centros 

germinales, donde se produce la conmutación de isotipos y la hipermutación somática, 

proceso de mutación programada que afecta a las regiones variables de los genes de 

inmunoglobulina y que permite generar diferentes receptores para reconocer y dar respuesta 

a la diversidad de antígenos que pueda aparecer. Posteriormente, aparecen las células 

plasmáticas y los linfocitos B memoria, capaces de producir anticuerpos durante largo tiempo 

tras la exposición al antígeno inicial. Las primeras abandonan los centros germinales y migran a 

la médula ósea para residir allí incluso de forma indefinida, mientras que las segundas circulan 

por todo el organismo para garantizar una respuesta más inmediata (Shlomchik and Weisel, 

2012).  

1.3.3. Papel de la inmunidad en la EM 

Inmunidad celular en EM: Autoinmunidad y linfocitos autorreactivos 

El SI debe protegernos no solamente de los agentes externos, sino también de los 

componentes del organismo cuando éstos se encuentran alterados, como es el caso de las 



INTRODUCCIÓN 

29 
 

células cancerígenas. Por ello, requiere de un complejo mecanismo de reconocimiento y 

presentación de antígeno que le permita discriminar entre lo propio sano y lo propio 

“dañado”, fenómeno que se conoce como tolerancia inmunológica. Si el receptor de un 

linfocito inmaduro reconoce un antígeno propio con alta afinidad, es destruido mediante 

muerte celular programada o apoptosis antes de madurar y salir a la circulación. En el proceso 

de formación de linfocitos T en el timo algunos linfocitos T CD4+ autorreactivos reconocen 

antígenos propios y no son eliminados, sino que se diferencian en linfocitos Treg, que se 

encargarán de suprimir o inactivar las respuestas autoinmunes (Matzinger, 1994).  

En pacientes con enfermedades autoinmunes como la EM, los linfocitos Treg son 

disfuncionales y no se produce correctamente la tolerancia inmunológica, permitiendo la 

maduración de linfocitos autorreactivos y su liberación a la circulación.  Asimismo, los 

linfocitos Th17, con una función opuesta a la de los Treg, favorecen el desarrollo de 

inflamación y autoinmunidad. Además, se ha visto que los linfocitos Th17 promueven la 

disrupción de la BHE y la atraviesan de forma más eficiente que el resto de células T (Kebir et 

al., 2007). Tanto los linfocitos Th17 como los Treg comparten una vía de señalización mediada 

por TGF-β, pero es la presencia o no de citoquinas proinflamatorias la que condiciona que los 

linfocitos T CD4+ naïve se diferencien en uno u otro tipo celular (Lee, 2018). 

Inmunidad humoral en EM 

La inmunidad adaptativa se ha relacionado con el desarrollo de los brotes en EM (Podbielska et 

al., 2018). A pesar de que se creía que el papel de los linfocitos B estaba restringido a la 

producción de anticuerpos, en el desarrollo de la EM se ha visto que, además, aumenta su 

número en las lesiones y en el líquido cefalorraquídeo (LCR) como consecuencia de su 

expansión clonal y presentan mayor grado de hipermutaciones somáticas. Su diferenciación a 

células plasmáticas les permite secretar anticuerpos dando lugar a las bandas oligoclonales 

(BOC) de tipo IgG que se observan en el LCR de la gran mayoría de pacientes con EM 

(Freedman et al., 2005; Wekerle, 2017). Sin embargo, aunque las BOC apoyen el diagnóstico 

diferencial de la EM no son especificas de esta, por lo que pueden estar presentes en otras 

enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Los autoantígenos frente a los que se dirigen 

estos anticuerpos todavía siguen siendo desconocidos, aunque cada vez hay más datos que 

sugieren que se trate de lípidos de la mielina (Ho et al., 2012; Kanter et al., 2006; Quintana et 

al., 2008). 

Además, las células B en la EM presentan una elevada producción de citoquinas 

proinflamatorias como la IL-6, que activa la microglía, y la IL-10, con función reguladora, 
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pudiendo actuar asimismo como CPA y estimulando la inmunidad innata (Staun-Ram and 

Miller, 2017). Todavía queda por conocer el papel de estas células en la fase de progresión de 

la enfermedad (Cuevas-García et al., 2018). 

1.4. Clínica. Historia natural de la EM 

La EM es una enfermedad heterogénea en la que suceden dos fenómenos, la inflamación y la 

progresión sostenida de la discapacidad. En la mayoría de los pacientes de EM predomina la 

presencia de episodios inflamatorios agudos, conocidos como “brotes”, con recuperación más 

o menos completa y en los que predomina la inflamación focal. Un brote viene definido por la 

aparición o empeoramiento de síntomas debido a la afectación del SNC (Lublin and Reingold, 

1996; Miller et al., 2005). También puede concurrir un proceso neurodegenerativo 

caracterizado por la progresión constante de la discapacidad, pero sin presencia evidente de 

inflamación aguda o brotes. En fases inflamatorias (asociadas a brotes clínicos) de la 

enfermedad, se cree que el SI adaptativo (linfocito T y B) juega un papel importante, mientras 

que en fases progresivas, más tardías, parece que las células del SI innato cobran una mayor 

relevancia (Du et al., 2017; Gandhi et al., 2010; Podbielska et al., 2018). 

Según se manifieste la enfermedad con brotes y/o progresión, se distinguen diferentes 

subtipos de EM. 

La forma clínica remitente-recurrente (EMRR) es la más común (85-90% de los 

pacientes con EM) (Figura 2), con un curso caracterizado por brotes seguidos de una 

recuperación total o parcial y presencia de inflamación. Si aparecen lesiones típicas en la SB del 

SNC en la resonancia magnética (RM), pero la persona no presenta síntomas, hablamos de 

síndrome radiológico aislado (SRA). Un primer episodio de brote que no cumpla los criterios 

diagnósticos de McDonalds 2017 se considera síndrome clínico aislado (SCA). Si se cumplen 

los criterios para EM en el primer brote o con el seguimiento se confirma el diagnóstico de EM, 

pero no se presentan más brotes, hablamos de un ataque único de EM o SAMS (del inglés 

Single Attack Multiple Sclerosis) (Zeydan and Kantarci, 2018). 

Dentro de la esclerosis múltiple progresiva (EMP) distinguimos: a) la forma clínica 

primaria progresiva (EMPP) que está presente en un porcentaje menor de pacientes, entre 10-

15% (Tullman et al., 2004), caracterizada por progresión sostenida de la discapacidad desde el 

inicio y que se manifiesta con un aumento progresivo de la discapacidad (Figura 2) y b) la 

forma clínica secundaria progresiva (EMSP) que se inicia como una forma de EMRR 
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(aproximadamente un 35-40% de los casos), seguida por un periodo de neurodegeneración y 

progresión de la discapacidad independiente de brotes (Figura 2). Existe debate en cuanto si 

estas formas presentan neurodegeneración y progresión subclínica desde el inicio, habiéndose 

acuñado en estos casos el término de formas progresivas de inicio a brotes (BOPMS, del 

inglés Bout-Onset Progressive Multiple Sclerosis).  

 

 

Figura 2. Diferentes fenotipos de Esclerosis múltiple. 

SCA: Síndrome clínico aislado; SAMS: del inglés Single Attack Multiple Sclerosis (EM de ataque único); EMRR: 
Esclerosis Múltiple Remitente-Recurrente; EMSP: Esclerosis múltiple Secundaria Progresiva; EMPP: 
Esclerosis múltiple Primaria Progresiva.  

 

1.5. Anatomía patológica 

A nivel patológico, la EM se caracteriza por la pérdida de integridad de la BHE, inflamación 

focal, desmielinización, pérdida de oligodendrocitos y neurodegeneración (Trapp and Nave, 

2008). Las lesiones o placas presentes en el SNC presentan infiltrados inflamatorios 

compuestos de microglía/macrófagos, astrocitos y linfocitos T y B. Se establecen cuatro tipos 

de lesiones según la pérdida de mielina, la geografía y extensión de las placas, los patrones de 

destrucción de oligodendrocitos y la activación del complemento (Lucchinetti et al., 2000): 
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 Lesiones de tipo I y II: comparten características similares. Predomina la inflamación 

asociada a linfocitos T y macrófagos/microglía con mielina degradada en su interior. 

Las placas son principalmente perivasculares. Existe pérdida de oligodendrocitos en 

el borde y reaparición en el centro inactivo junto con placas remielinizantes. El tipo II 

se diferencia del tipo I en la abundante deposición de inmunoglobulinas, sobretodo 

IgG, y complemento en zonas de desmielinización activa.  

 Lesiones de tipo III: contienen infiltrados inflamatorios, compuestos por linfocitos T, 

macrófagos y microglía activada, pero sin deposición de IgG ni complemento. Los 

bordes de las placas son difusos, con pérdida de oligodendrocitos tanto en el borde 

activo como en el interior inactivo, sin presencia de placas de remielinización. 

 Lesiones de tipo IV: con infiltrados inflamatorios compuestos por linfocitos T y 

macrófagos, distribución perivascular similar a la de los tipos I y II, sin deposición de 

IgG ni complemento, y muerte de oligodendrocitos tanto en el borde activo como en 

el centro inactivo. Están presentes exclusivamente en un subgrupo de pacientes con 

EMPP.  

 

Desde el punto de vista anátomo-patológico, la patogenia de la EM se caracteriza por un 

aumento de linfocitos autorreactivos que atraviesan la BHE, predominando los linfocitos T 

CD8+ en la periferia de los vasos y, en menor medida, los T CD4+ y los linfocitos B. La 

proporción de linfocitos es similar en las formas EMRR y EMP, aunque en las fases progresivas 

el grado de inflamación linfocitaria perivascular disminuye y las lesiones presentan una mayor 

proporción de agregados de células B (Frischer et al., 2009). Algunos casos de EMP, presentan  

folículos linfoides ectópicos a nivel meníngeo, próximos a lesiones corticales. Contienen células 

B y, en menor proporción, células plasmáticas, linfocitos T y células dendríticas, constituyendo 

así una estructura similar a la de los centros germinales de los ganglios linfáticos que permite 

la diferenciación de células B y la producción intratecal de anticuerpos (Park and Choi, 2005; 

Serafini et al., 2004). Asimismo, los linfocitos B pueden actuar como CPA, activando linfocitos 

T, y secretar citoquinas proinflamatorias que promueven la activación del SI innato. En 

definitiva, la presencia de folículos meníngeos se asocia a una mayor destrucción y daño 

cortical, además de una progresión acelerada de la enfermedad, pero todavía se desconoce el 

factor que desencadena su formación (Magliozzi et al., 2007). 

Hasta la fecha, se han descrito diferencias a nivel patológico entre las formas de EMRR y 

las formas de EMP tanto cuantitativas como cualitativas (Haider et al., 2016; Kutzelnigg et al., 

2005; Lassmann, 2013; Lassmann et al., 2012). En los casos de EMRR, predominan las lesiones 
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clásicas activas o placas desmielinizantes focales en la SB, con gran densidad de microglía en su 

interior, además de una intensa inflamación linfocitaria y aumento de permeabilidad en la 

BHE. En las formas progresivas, sin embargo, la inflamación en la SB es más difusa y es más 

común que se produzca la expansión lenta de lesiones ya existentes, conocidas como SEL (del 

inglés “Slow Expanding Lesions”), que la aparición de lesiones nuevas (Frischer et al., 2015). 

Estas lesiones tienden a tener un centro inactivo rodeado de un borde formado por microglía 

activada, pero con menor densidad que en las formas activas (Prineas et al., 2001). En etapas 

tempranas de desmielinización y neurodegeneración, la microglía adquiere un fenotipo 

proinflamatorio mientras que, cuando las lesiones se tornan inactivas, su presencia se reduce 

significativamente y recupera su homeostasis. Aproximadamente la mitad de la microglía 

presente en lesiones activas es microglía residente, TMEM119+ (Zrzavy et al., 2017). En 

lesiones activas en ambos tipos de EM, la presencia de astrocitos activados podría deberse a 

un posible papel en la propagación de la inflamación y/o del daño tisular (Brosnan and Raine, 

2013).  

Es característica también de la EMP la presencia de lesiones desmielinizantes a nivel 

subcortical con un mayor grado de daño axonal irreversible (Haider et al., 2016; Kutzelnigg et 

al., 2005).  

En la Figura 3 se aprecia la diferencia en celularidad según el tipo de lesión y  cómo se 

distribuyen las lesiones según el fenotipo de EM. 

1.6. Diagnóstico 

No existe ningún marcador de certeza para el diagnóstico de EM, por lo que el dictamen 

definitivo sólo se podría hacer mediante los hallazgos patológicos que definen la enfermedad. 

En la práctica clínica diaria el diagnóstico de EM se basa en unos criterios a partir de la 

combinación de los síntomas y signos clínicos característicos, junto a las lesiones típicas de RM 

y, recientemente, a la presencia de BOC de tipo IgG en el LCR, criterios actualizados en 2017 

(Poser et al., 1983; Thompson et al., 2018). El objetivo de los criterios es documentar la 

diseminación en el espacio (DIS, del inglés Dissemination In Space) y en el tiempo (DIT, del 

Inglés Dissemination In Time) de las lesiones y nos permiten diagnosticar la EM ante el primer 

brote clínico típico, mejorando cada vez más la sensibilidad y especificidad (Schwenkenbecher 

et al., 2019; Thompson et al., 2018). 
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Figura 3. Características de las diferentes lesiones y su distribución según el fenotipo de EM.  
A. Las lesiones activas presentan gran densidad de macrófagos/microglía en su interior, con 
productos de degradación de mielina, además de linfocitos. Las SEL presentan 
macrófagos/microglía activada en el borde de expansión y microglía ramificada en el centro 
inactivo. Las lesiones activas-inactivas van perdiendo celularidad y la microglía queda en reposo 
hasta que finalmente desaparece en las lesiones inactivas. B. Las formas de EM agudas y EMRR 
presentan predominio de lesiones focales en sustancia blanca, mientras que las formas 
progresivas (EMSP y EMPP), tienen una inflamación más difusa a nivel de sustancia blanca y la  
afectación es mayor a nivel cortical. 
 
SEL: del inglés Slow Expanding Lesion; EM: Esclerosis Múltiple; EMA: Esclerosis Múltiple aguda; EMRR: 
Esclerosis Múltiple Remitente Recurrente; EMSP: Esclerosis Múltiple Secundaria Progresiva; EMPP: 
Esclerosis Múltiple Primaria Progresiva. 

 

La DIT se puede demostrar por RM, utilizando los criterios establecidos por Montalban 

y cols en 2010, basándose en la aparición de, al menos, una nueva lesión o la coexistencia de 

lesiones que realcen gadolinio con lesiones que no, indicando un desfase temporal en la 

aparición de las lesiones (Polman et al., 2011). No obstante, según los criterios diagnósticos 

más recientes, aunque no se cumplan los criterios de DIT por RM, es suficiente la presencia de 

BOC en LCR (Thompson et al., 2018).  
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Aunque el diagnóstico de la EM usando los criterios publicados es bastante preciso, no 

existe una única característica clínica y/o radiológica o marcador biológico que permita el 

diagnóstico de la progresión y, por tanto, que informe del pronóstico de la enfermedad, sobre 

todo en fases precoces. En los últimos años, se han hecho algunos avances que comentamos a 

continuación. 

1.7. Biomarcadores en Esclerosis múltiple 

Un biomarcador se define como una variable que puede medirse de forma objetiva y fiable, 

siendo indicativa de un estado biológico normal, un estado patogénico o de respuesta a un 

tratamiento farmacológico (Debmalya Barh, Dipali Dhawan, 2013; Of and In, 2001).  

1.7.1. Biomarcadores de imagen 

Resonancia magnética 

La RM constituye la herramienta más sensible para completar el diagnóstico de los pacientes 

con EM, y es de gran utilidad como marcador pronóstico en fases iniciales, así como a largo 

plazo, además de permitir evaluar la eficacia de los tratamientos actuales (Rahn et al., 2019). 

Las imágenes de RM permiten ver áreas de desmielinización y establecer los criterios 

de DIT y DIS (Compston and Coles, 2008). En EM, las lesiones suelen localizarse a nivel 

yuxtacortical, infratentorial, periventricular y medular. En la Figura 4 aparece representado un 

ejemplo de lesiones típicas halladas en RM, tanto en cerebro como en médula espinal. 

Para detectar actividad en las lesiones, es necesario utilizar gadolinio como medio de 

contraste (Scheuner et al., 2008). Las secuencias en T1 con gadolinio permiten ver lesiones 

agudas con inflamación y ruptura de la BHE, mientras que las secuencias en T2 muestran mejor 

las lesiones crónicas en SB. A partir del brote inicial, se realizan controles de imagen a criterio 

del neurólogo. 

La RM puede aportar información pronóstica. Por un lado, la localización de las 

lesiones en el SNC permite predecir discapacidad, pues distintos estudios confirman que las 

lesiones a nivel infratentorial y medular constituyen un marcador de mal pronóstico y de 

aumento de discapacidad a largo plazo (Filippi et al., 1994; Schwenkenbecher et al., 2019). Por 

otro lado, la medición de pérdida de volumen cerebral o atrofia con periodicidad anual, se ha 

asociado con la discapacidad a largo plazo (Kuhle et al., 2017; Popescu et al., 2013; Radue et 

al., 2015; Zivadinov et al., 2019), como explicaremos en el siguiente apartado. 
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 Sin embargo, la RM tiene unos inconvenientes. Lesiones similares a las presentes en la 

EM pueden aparecer en otras patologías del SNC y los cambios de RM tampoco informan 

sobre los mecanismos patogénicos subyacentes (edema, desmielinización, inflamación, lesión 

axonal, remielinización o gliosis) (Barkhof, 2002). La frecuencia de realización de RM suele ser 

anual en los primeros años (posteriormente incluso menor) y, en consecuencia, su precisión 

temporal es limitada. Además, la RM no es capaz de detectar el daño en SB relacionado con la 

progresión de la discapacidad. 

 

 

Figura 4. Lesiones típicas en RM en casos con EM. A. Imagen de 
RM potenciada en T2-FLAIR donde se identifican lesiones 
periventriculares y en parénquima cerebral (flechas) en un caso 
de EMRR. B. Lesiones focales en RM (T2-STIR) en médula a nivel 
cervical en un caso de EMSP (flechas). 
 
FLAIR: FLuid-Attenuated Inversion Recovery; STIR: Short inversion Time 
Inversion Recovery 
 

Atrofia cerebral y medular 

En los pacientes con EM se produce una pérdida de tejido cerebral, entre el 0,5 y 1%, cada 

año, tanto en SB como en SG, que ocurre desde el inicio de la enfermedad en todas las formas 

clínicas (Filippi, 2015; Vidal-Jordana et al., 2018). Esta reducción del volumen, es más relevante 

atendiendo a la SG, puesto que la SB podría verse artefactada con la presencia de lesiones e 

inflamación (Lansley et al., 2013; Sastre-Garriga et al., 2017). Existen estudios que la relacionan 

con un incremento del riesgo de sufrir otro brote y, en los casos de SCA, con riesgo de 

conversión a EM (De Stefano et al., 2010; Sastre-garriga et al., 2005; Vidal-Jordana et al., 

2016). Se ha asociado, además, con un mayor riesgo de aumento de la discapacidad, medida 

mediante la escala EDSS (del inglés Expanded Disability Status Scale), durante el primer año 

tras el primer brote (Dalton et al., 2004; Perez-Miralles et al., 2013), así como en años 

sucesivos (Di Filippo et al., 2010; Jacobsen et al., 2014; (Rı et al., 2015), por lo que se convierte 

en una herramienta de pronóstico informativa de la discapacidad futura (Popescu et al., 2013). 
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Asimismo, las medidas de atrofia medular, sobre todo a nivel cervical, también se 

relacionan con el aumento de la discapacidad en los pacientes con EM, incluso de forma más 

notable que la atrofia cerebral, con una pérdida aproximada del 1,78% anual que se acentúa 

por encima del 2% en las formas progresivas (Bernitsas et al., 2015; Casserly et al., 2018). A 

pesar de que en la actualidad los mecanismos de medición son más heterogéneos que para la 

atrofia cerebral, en un futuro constituirá una herramienta útil que ayudará a predecir la 

discapacidad. 

Otros marcadores de imagen 

La utilización de secuencias especiales en la RM puede permitir detectar los folículos 

meníngeos (Magliozzi et al., 2007), característicos de las formas progresivas de la enfermedad 

(Kutzelnigg et al., 2005). Estas estructuras a nivel cortical contribuyen a que se alargue en el 

tiempo la respuesta inmunitaria y se perpetúe la degeneración cortical, que suele ocurrir de 

forma más difusa que las lesiones desmielinizantes de la SB (Kawachi and Lassmann, 2017; 

Magliozzi et al., 2010). Además, se ha demostrado la correlación de los folículos meníngeos 

con el deterioro cognitivo, la atrofia cerebral y la progresión de la discapacidad (Mitsdoerffer 

and Peters, 2016). 

1.7.2. Biomarcadores biológicos 

El LCR es en la actualidad la principal fuente de búsqueda de biomarcadores en EM debido a 

que se encuentra íntimamente ligado al SNC. Constituye el 10% del volumen intracraneal y se 

encarga de proporcionar protección y nutrición al SNC y transportar sustancias del 

metabolismo cerebral (Brodbelt A, 2010). Las proteínas que encontramos en el LCR y están 

ausentes o en baja concentración en la sangre, se consideran de síntesis intratecal y aportan 

información de lo que sucede directamente en el SNC. 

Influencia de las barreras 

En el SNC, debe haber un control preciso del movimiento de sustancias hacia dentro y hacia 

fuera, lo que se logra mediante compartimentos y barreras que controlan el flujo de sustancias 

selectivamente. Las dos principales son la BHE, que separa el flujo sanguíneo del tejido 

cerebral, y la barrera sangre-LCR, que se sitúa entre la sangre y el compartimento del LCR. La 

barrera sangre-LCR es 10 veces más permeable que la BHE y se localiza a nivel de los plexos 

coroideos y meninges, mientras que la BHE se encuentra en todo el epitelio vascular del SNC 



INTRODUCCIÓN 

38 
 

(Engelhardt and Sorokin, 2009; Obermeier et al., 2016). Los componentes de cada barrera 

aparecen reflejados en la Figura 5.  

Una de las formas de calcular la permeabilidad de la BHE es la determinación del 

cociente de albúmina (Q-alb), que se calcula dividiendo la concentración de la albúmina en LCR 

entre la del suero (Felgenhauer et al., 1976).  La albúmina es una proteína que solo se produce 

en el hígado y puede detectarse en sangre, por lo que su presencia en LCR indica una 

disrupción en la BHE. A mayor disrupción de la barrera, mayor valor de Qalb.  

Se debe tener en cuenta la integridad de estas barreras pues condiciona la distribución 

de los biomarcadores medidos y permite conocer aquellos que son de síntesis intratecal. 

 

Figura 5. Barreras sangre-LCR y barrera hematoencefálica. A. La barrera sangre-LCR se encuentra en 
los plexos coroideos de los ventrículos separando el parénquima cerebral del LCR. B. La barrera 
hematoencefálica está formada por los vasos sanguíneos pequeños que se infiltran en el parénquima 
cerebral. La componen los pies de los astrocitos, los pericitos, la membrana basal y las células 
endoteliales. 

 

Bandas oligoclonales 

Las bandas oligoclonales (BOC) de tipo IgG en el LCR fueron el primer biomarcador descrito en 

pacientes con EM (Kostulas et al., 1987). Un porcentaje superior al 90% de los pacientes con 

EM presentan síntesis intratecal de la inmunoglobulina IgG (Alvarez-Cermeno and Villar, 2013). 

Además, su presencia en LCR y ausencia en suero indica un alto valor diagnóstico de EM y un 

mayor riesgo de conversión de SCA a EM clínicamente definida (EMCD) (Giannetti et al., 2014; 

Link and Huang, 2006). No obstante, aunque este marcador no es exclusivo de EM, es decir, 

está presente en otras patologías, sirve de ayuda para el diagnóstico y forma parte de los 

criterios de DIT de la última actualización (Thompson et al., 2018). 
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El cálculo del índice IgG: [IgG(LCR) / IgG (suero)] / [albúmina (LCR) /albúmina (suero)], 

permite cuantificar alteraciones en la permeabilidad de la BHE y sus valores se encuentran 

elevados en un 80% de los pacientes con EM en la fase de brote o actividad inflamatoria 

(Brettschneider et al., 2005; Felgenhauer et al., 1976).  

Existe otro tipo de BOC presente en el LCR de algunos pacientes de EM (40%), las de 

tipo IgM (BOC-IgM). Constituyen un marcador desfavorable que indica un curso más agresivo 

de la enfermedad. En EMRR, la presencia de BOC-IgM en LCR se ha asociado con mayor carga 

lesional en RM, más lesiones captantes de gadolinio, alta tasa de brote, peor respuesta a 

tratamiento estándar (interferón, IFN), más discapacidad neurológica y mayor pérdida de 

volumen cerebral en el tiempo. También se ha relacionado con riesgo de conversión a EMSP y 

ayuda a identificar a un grupo de pacientes con EMPP con un fenotipo más inflamatorio (Bosca 

et al., 2010; Magraner et al., 2012; Ozakbas et al., 2017; Villar et al., 2005, 2003, 2002). 

Algunas BOC-IgM reconocen lípidos de la mielina, siendo la fosfatidilcolina el antígeno más 

común.  

Cadena ligera de neurofilamento 

Los neurofilamentos son proteínas fibrosas de la familia de los filamentos intermedios que 

forman parte del citoesqueleto de las neuronas, concentrándose en los axones, con función de 

dar soporte estructural. Están formados por tres subunidades: la cadena ligera de 

neurofilamento (NfL), el neurofilamento intermedio (NfM) y el neurofilamento pesado (NfH), 

nomenclatura que hace referencia al peso molecular de cada proteína (Lycke et al., 1998). 

Cuando las neuronas sufren un daño, los neurofilamentos se liberan al LCR y pueden utilizarse 

para la detección y monitorización del daño axonal y muerte neuronal. El subtipo más 

estudiado en este contexto es el NfL que, aunque no sea un biomarcador específico de una 

enfermedad en concreto,  se encuentra elevado en plasma y LCR en numerosas enfermedades 

neurológicas (Abdo et al., 2006; Blennow et al., 2010), e incluso alcanza valores de uno o dos 

órdenes de magnitud mayores en enfermedades de base neurodegenerativa pura como la 

enfermedad de Alzheimer o la Esclerosis lateral amiotrófica (ELA) (Gaiottino et al., 2013). 

En la EM, la presencia de NfL en LCR (NfLLCR) y suero constituye un biomarcador de 

actividad inflamatoria, pues aumenta durante los brotes clínicos (Sellebjerg et al., 2017), 

coincidiendo con la aparición de lesiones con realce de contraste en RM (Kuhle et al., 2011; 

Lim et al., 2005; Teunissen et al., 2009), y permite predecir la conversión de SCA a EMCD 

(Disanto et al., 2017; Imberg et al., 2018). Cuanto mayor es el daño axonal agudo, más NfL es 
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liberado, por lo que puede informarnos de la gravedad de los brotes y, por tanto, de las 

secuelas y discapacidad que estos vayan a provocar (Modvig et al., 2016; Kuhle et al., 2011; 

Norgren et al., 2004). Sus niveles basales se han visto aumentados en casos de EMRR y SAMS 

con respecto a controles (Fialova et al., 2013; Kuhle et al., 2011), de hecho, niveles altos al 

inicio de la enfermedad correlacionan con una mayor discapacidad a largo plazo y con una 

mayor atrofia cerebral y medular (Petzold et al., 2016; Grant et al., 2017; Barro et al., 2018). 

Este biomarcador puede utilizarse para monitorizar la respuesta a tratamientos 

modificadores de la enfermedad (TME), ya que se ha demostrado que los niveles de NfL 

descienden con tratamientos que controlan procesos inflamatorios (Cai and Huang, 2018; 

Novakova et al., 2017a; Siller et al., 2019). Asimismo, la cuantificación de NfL es de gran 

utilidad para detectar respuestas subóptimas a tratamientos y permitir adecuarlos desde el 

inicio mejorando los resultados (Kuhle et al., 2019). 

En la actualidad, la aparición de tecnologías más sensibles ha permitido la detección de 

NfL en suero, donde los niveles son más reducidos que en LCR, pero se ha demostrado que 

ambas concentraciones, en LCR y en suero, correlacionan (Kuhle et al., 2016; Novakova et al., 

2017c; Hendricks et al., 2019). La detección en suero constituye un método menos invasivo 

para el paciente y más útil para hacer seguimientos en la práctica clínica diaria, por lo que se 

considera un marcador potencial de actividad con valor pronóstico en el curso de la EM 

(Disanto et al., 2017; Kuhle et al., 2017), además de ser un buen predictor de un incremento de 

discapacidad (Manouchehrinia et al., 2020) y de atrofia cerebral y medular (Barro et al., 2018). 

Citoquinas y quimiocinas 

La presencia de un estadio inflamatorio en la EM, ha despertado el interés de numerosos 

estudios en la cuantificación de los niveles de citoquinas y quimiocinas y su papel regulando y 

favoreciendo dicha inflamación. Estas proteínas están implicadas en el reclutamiento y 

activación de células inflamatorias y promueven una cascada de señales de activación en este 

proceso (macrófagos, linfocitos…)(Berghmans et al., 2012; Matsushita et al., 2013; Sellebjerg 

et al., 2009). Así pues, en fases de actividad de la enfermedad se han observado niveles 

elevados de citoquinas y quimiocinas relacionadas con la respuesta del tipo Th1 (IP-10, TNF-α, 

CXCL13, IL-8, CCL3, CCL4, CCL5, IL-12p40) (Pranzatelli et al., 2008) y descenso en los niveles de 

otras implicadas en la respuesta del tipo Th2 (IL-10, IL-4, IL-5, IL-13, MCP-1) (Matsushita et al., 

2013). En concreto, la producción de TNF-α y la activación de la vía del factor nuclear kappa B 

(NF-kB) están implicados en la patogenia de la EM (Ribeiro et al., 2019) y se han relacionado 
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con deterioro cognitivo en modelos experimentales de neuroinflamación secundaria a 

insuficiencia hepática crónica y en muestras humanas de pacientes cirróticos (Balzano et al., 

2020, 2019; Dadsetan et al., 2016). 

Además, se están estudiando quimiocinas por su implicación directa en el 

reclutamiento y migración de células a través de la BHE. Así, se han hallado niveles elevados de 

Mig/CXCL9 e IP-10/CXCL10 tanto en suero como en LCR de pacientes con EM con actividad 

inflamatoria (Franciotta et al., 2006; Sorensen et al., 1999), así como de RANTES/CCL5 que se 

eleva durante los brotes (Bartosik-Psujek and Stelmasiak, 2005). También se han estudiado los 

receptores de estas quimiocinas (CXCR3, CCR5, RANTES), cuyos niveles aparecen elevados en 

células de sangre periférica de pacientes en brote y pacientes con formas progresivas 

(Balashov et al., 1999; Mahad et al., 2003). Otras quimiocinas, sin embargo, disminuyen su 

concentración durante el brote, como ocurre en el caso de MCP-1/CCL2 (Bartosik-Psujek and 

Stelmasiak, 2005; Franciotta et al., 2006).  

1.7.3. Chitinase 3–like 1  

La familia de quitinasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrólisis de la quitina, el 

segundo polisacárido más abundante en la naturaleza después de la celulosa, que está 

presente principalmente en paredes celulares de hongos y exoesqueleto de insectos (Lee et 

al., 2011). Aunque los mamíferos carecen de quitina, se han hallado niveles elevados de 

quitinasas en ellos, de las que únicamente dos poseen actividad enzimática: la quitotriosidasa 

(CHIT1) y la quitinasa ácida de mamíferos (AMCase)(Perrakis et al., 1994; Sun et al., 2001). El 

resto, las llamadas lectinas similares a quitinasas, carecen de actividad enzimática a pesar de 

preservar la hendidura de unión a sustrato. Dentro de este grupo, se encuentra la Chitinase 3-

like 1 (CHI3L1), también conocida como YKL-40, una glicoproteína de aproximadamente 40 

kDa, con función todavía desconocida pero relacionada con diversos procesos patológicos. Se 

trata de una proteína transmembrana cuyo dominio extracelular puede ser escindido (Recklies 

et al., 2002) y unirse a un receptor celular o ligando soluble todavía desconocido (Johansen, 

2006). Se ha descrito la expresión de CHI3L1 por diversos tipos celulares: macrófagos (Rehli et 

al., 2003), neutrófilos (Volck et al., 1998), condrocitos (Hakala et al., 1993), células sinoviales 

(De Ceuninck et al., 2001), células hepáticas (Johansen, 2006), células epiteliales del colon 

(Mizoguchi, 2006), células vasculares del músculo liso (Shackelton et al., 1995)… 
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Función de la CHI3L1 

La CHI3L1 carece de actividad quitinasa, debido a mutaciones en su centro activo (Kazakova 

and Sarafian, 2009). Todavía se desconoce su función fisiológica en humanos, pero su 

presencia se asocia a inflamación, remodelación de tejido extracelular, fibrosis, progresión y 

diseminación del cáncer (Kazakova and Sarafian, 2009; Ober et al., 2008). Los niveles elevados 

de esta proteína se encuentran elevados en sangre en numerosas patologías que cursan con 

inflamación crónica como cirrosis, asma, dermatitis, diabetes, cáncer, artritis reumatoide… 

(Chupp et al., 2007; HogenEsch et al., 2006; Kawada et al., 2008; Mizoguchi, 2006; Ober et al., 

2008; Rathcke et al., 2006). Asimismo, en diversas enfermedades que afectan al SNC, como 

Alzheimer, Esclerosis múltiple, Parkinson y ELA, se han hallado niveles elevados de CHI3L1 en 

LCR (CHI3L1LCR), que correlacionan en todos los casos con un mal pronóstico (Hall et al., 2016; 

Janelidze et al., 2018; Quintana et al., 2018; Sanfilippo et al., 2017; Thompson et al., 2019; Vu 

et al., 2020). En Alzheimer, la CHI3L1 se expresa en el cerebro asociada tanto a 

neuroinflamación (Querol-Vilaseca et al., 2017), como neurodegeneración (Alcolea et al., 

2015). En Parkinson, se ha asociado con deterioro cognitivo (Hall et al., 2016). En el caso de 

ictus isquémico agudo, sus niveles en suero son proporcionales al volumen del daño cerebral 

(Park et al., 2012). Se cree que en numerosas enfermedades neurodegenerativas la secreción 

de CHI3L1 por astrocitos y microglía activada podría acelerar la infiltración de macrófagos 

hacia la lesión, la angiogénesis y la muerte neuronal asociada a la neuroinflamación (Bonneh-

Barkay et al., 2012a). No obstante, todavía se desconoce el mecanismo de interacción 

astrocito-microglía y el papel de la CHI3L1 en este proceso.  

Estudios recientes defienden su implicación en la respuesta al daño oxidativo, apoptosis, 

equilibrio entre respuesta Th1 y Th2 y polarización de la microglía (Kim et al., 2018).  

Aunque no se han identificado los receptores celulares de la CHI3L1 que median sus 

efectos biológicos, algunos estudios consideran que su expresión podría estar regulada por 

varias citoquinas proinflamatorias como IL-6, IFN-γ, IL-1β y TNF-α (Ling and Recklies, 2004), 

que se liberan debido a una activación constitutiva del NF-kB. Este factor de transcripción 

desempeña un papel importante en el inicio y progresión de la inflamación y está regulado al 

alza en pacientes con enfermedades inflamatorias crónicas. A su vez, la CHI3L1 induce la 

activación del NF-kB, retroalimentando positivamente la perpetuación de la inflamación (Di 

Rosa and Malaguarnera, 2016).  
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Por lo tanto, esta proteína podría ser un biomarcador de mal pronóstico, en diversas 

enfermedades, en relación sobre todo con la perpetuación de la respuesta inflamatoria (Di 

Rosa et al., 2016, 2013). 

Papel de la CHI3L1 en EM 

La expresión de CHI3L1 no está restringida al SNC, pero su presencia en el LCR en EM se ha 

relacionado con una secreción endógena por células gliales, como astrocitos (Bonneh-Barkay 

et al., 2012a, 2010; Canto et al., 2015; Llorens et al., 2017) y/o microglía/monocitos (Rehli et 

al., 2003; Bonneh-Barkay et al., 2012, 2008; Canto et al., 2015). Niveles elevados de CHI3L1LCR 

correlacionan con riesgo de conversión de SCA a EMCD (Comabella et al., 2010; Hinsinger et 

al., 2015), gran avance o progresión de la enfermedad (Canto et al., 2012; Mane-Martinez et 

al., 2016; Sellebjerg et al., 2017), aumento de la discapacidad (Canto et al., 2012; Hinsinger et 

al., 2015; Pérez-Miralles et al., 2020) y deterioro cognitivo (Quintana et al., 2018). Del mismo 

modo que ocurre con NfL, los niveles de CHI3L1 disminuyen en respuesta a TME en EMRR 

(Malmestrom et al., 2014; Novakova et al., 2017a, 2017b). 

Existe poca información sobre la relación entre los niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR en la EM, pero 

niveles elevados de ambos biomarcadores en LCR se han asociado a un mayor deterioro 

cognitivo en etapas tempranas de la enfermedad (Quintana et al., 2018). 

CHI3L1 en otras enfermedades desmielinizantes 

En otras enfermedades neurológicas desmielinizantes como la Neuromielitis óptica (NMO) 

(Correale and Fiol, 2011) y la Encefalomielitis aguda diseminada (EAD) (Boesen et al., 2018) se 

han hallado niveles elevados de CHI3L1 durante los brotes clínicos, pero no fuera de estos. 

Esto también ocurre con otro biomarcador, la proteína ácida fibrilar glial, GFAP (del inglés Glial 

Fibrillary Acidic Protein), que forma parte de la estructura de los astrocitos y se libera al 

espacio extracelular durante los brotes clínicos (Takano et al., 2008) y, en el caso de la EM, 

correlaciona con la severidad de la enfermedad (Abdelhak et al., 2018). A diferencia de lo que 

ocurre en los pacientes con EM, en NMO y EAD la acumulación de discapacidad neurológica de 

forma independiente de los brotes es escasa o ausente (Collongues et al., 2014; Kawachi and 

Lassmann, 2017). 

1.8. Tratamiento de la EM  

La EM, como hemos comentado, puede presentar dos estadios clínicos caracterizados por la 

aparición de brotes agudos, seguidos de recuperación más o menos completa, o por el 
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aumento progresivo de la discapacidad sin apariencia de inflamación aguda. La discapacidad 

de los pacientes sería el resultado de las secuelas neurológicas de los brotes (Lublin et al., 

2003), de la neurodegeneración progresiva independiente de los brotes (Cree et al., 2019; 

Tremlett et al., 2009) o de ambos procesos a lo largo del curso de la enfermedad. 

El objetivo principal de los tratamientos es reducir la aparición de brotes y enlentecer 

o frenar la progresión de la discapacidad en los pacientes (Freedman et al., 2013; Kieseier et 

al., 2007), pero la mayoría no actúan sobre la neurodegeneración. Están dirigidos, sobretodo, a 

reducir la actividad inflamatoria y los fenómenos subyacentes a ella (migración de células 

inflamatorias a través de la BHE, activación de linfocitos, presentación de antígeno…). Estos 

tratamientos son más efectivos en las formas de EMRR y en aquellas formas progresivas que  

presentan inflamación (en forma de brote clínico o realce con gadolinio en resonancia)(Brown 

et al., 2019; Scott, 2017). Sin embargo, no han demostrado frenar de forma significativa la 

acumulación de discapacidad y neurodegeneración en los pacientes con formas progresivas sin 

actividad inflamatoria (Gasc et al., 2018). En la actualidad, disponemos de escasos 

tratamientos que han demostrado mejoría en fases progresivas de la EM, que en definitiva es 

la que ocasiona una mayor discapacidad en los pacientes. Por ello, es imprescindible la 

búsqueda de nuevos tratamientos dirigidos a frenar o reducir la neurodegeneración y/o 

promover la neurorregeneración.  

1.9. Otras enfermedades desmielinizantes y diagnóstico diferencial con la EM 

1.9.1. Neuromielitis óptica 

La Neuromielitis óptica (NMO) es una enfermedad autoinmune desmielinizante del SNC que 

afecta a la médula espinal y los nervios ópticos (Wingerchuk et al., 2007). Tradicionalmente era 

considerada una variante de EM, pero después se descubrió que el 80% de los pacientes con 

NMO presentaban autoanticuerpos frente a la aquaporina 4 (AQP4-IgG), el canal acuoso más 

abundante del SNC, concentrado en los pies perivasculares de los astrocitos, formando parte 

de la BHE (Lennon et al., 2005, 2004). Los datos sugieren que estos autoanticuerpos derivan de 

las células B periféricas y causan la activación del complemento, la desmielinización 

inflamatoria y la necrosis que se observa en esta enfermedad (Wingerchuk et al., 2007). La 

presencia de depósitos de anticuerpos y complemento causa el aumento de la permeabilidad 

de la BHE y la apoptosis de los astrocitos, además de una degeneración secundaria de 
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oligodendrocitos y neuronas y la aparición de lesiones necróticas (Akaishi et al., 2017; 

Baghbanian et al., 2018). 

El diagnóstico de NMO se realiza de acuerdo a los criterios consensuados en 2015, 

basados en la presencia de mielitis transversa, neuritis óptica y afectación del tronco 

encefálico y diencéfalo, además de la presencia de anticuerpos anti-AQP4 en suero, lo que 

ayuda a distinguirlos de los pacientes con EM. La forma más común cursa con brotes, un 

mayor número que en los casos de EMRR (Wingerchuk et al., 2015, 1999). Un bajo porcentaje 

de pacientes presenta además, BOC en LCR, que tienden a desaparecer con el tiempo a 

diferencia de la EM. En casos con mayor número de recaídas, se hallan niveles elevados de la 

proteína ácida fibrilar glial, GFAP, en LCR y se correlaciona con mayor grado de discapacidad 

(Tenembaum et al., 2016). Una fracción de los pacientes considerados como del espectro NMO 

(NMOSD), seronegativos para anticuerpos anti-AQP4, presentan un fenotipo característico y 

diferenciado de la EM o de la NMO-AQP4+. En algunos de estos pacientes, en porcentaje 

variable, se ha detectado la presencia de otro tipo de anticuerpos dirigidos contra la 

glicoproteína de mielina del oligodendrocito (MOG)(Bennett, 2016). El fenotipo del paciente 

con anti-MOG suele cursar de forma recurrente, ser respondedor a corticoides, y presentar 

menos secuelas por cada brote respecto a la NMO, y el pronóstico es variable. Muy rara vez, se 

presentan como formas desmielinizantes con progresión de la discapacidad (Gil-Perotin et al., 

2018).  Por ello, en la actualidad se considera ya a la MOGrd (MOG related disorders) una 

enfermedad independiente tanto de la NMO como de la EM. 

Los pacientes con NMO y NMOSD, se suelen tratar con inmunosupresión de amplio 

espectro en base a documentos de consenso y opiniones de expertos y se ha visto que algunos 

TME efectivos para EM pueden empeorar la NMO. Recientemente, se ha comprobado la 

eficacia del Tocilizumab en un ensayo clínico, un anticuerpo monoclonal que bloquea el 

receptor de la IL-6 reduciendo la actividad de la enfermedad (Araki et al., 2014; Carreón 

Guarnizo et al., 2019). 

1.9.2. Encefalomielitis aguda diseminada  

La encefalomielitis aguda diseminada (EAD) es una enfermedad inflamatoria autoinmune que 

afecta principalmente a la sustancia blanca del cerebro y de la médula espinal. El diagnóstico 

se basa en características clínicas y radiológicas, por lo que la RM tiene un papel fundamental 

en el diagnóstico con predominio de varias lesiones difusas o multifocales de la sustancia 

blanca del SNC en el mismo estadio de la enfermedad. Además, un alto porcentaje de 
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pacientes presentan anticuerpos anti-MOG, por lo que si un paciente presenta este marcador 

añadido a una clínica e imagen compatibles es muy sugestivo de la presencia de la enfermedad 

(Weber et al., 2018). La EAD afecta más comúnmente a niños que adultos (Schwarz et al., 

2001) y, a diferencia de la EM, no hay sesgo entre sexos. En muchos casos la enfermedad es 

precedida por una infección viral o bacteriana, que suele afectar a las vías respiratorias, e 

incluso puede generarse tras una vacuna (Vial et al., 2007). 

Los síntomas son de presentación clínica variable con presencia de encefalopatía con 

signos neurológicos multifocales que generalmente requieren ingreso en cuidados intensivos.  

Normalmente la EAD cursa como monofásica, pero a veces se han reportado casos multifásicos 

(Barkhof F, 2020). La enfermedad tiene un pronóstico bastante bueno si el manejo es 

adecuado, pero la distinción entre EM y EAD suele ser difícil y, a veces, solo un estudio 

prospectivo permite llevarla a cabo (Abdellaoui et al., 2019). 
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Hipótesis del trabajo: 

 La  combinación de los niveles de CHI3L1 y NfL en LCR en EM permite diferenciar los 

subtipos de la enfermedad. 

 Los niveles de CHI3L1 y NfL en LCR son una herramienta útil en la identificación de 

pacientes con peor pronóstico, tanto en EM como en otras enfermedades 

desmielinizantes como NMO y EAD. 

 La CHI3L1 es un biomarcador de progresión en EM, que no se ve influenciado por la 

actividad inflamatoria. 

 La distribución de la CHI3L1 en diferentes lesiones de autopsias de casos de EM, NMO 

y EAD aporta información sobre su implicación en la progresión de la discapacidad, los 

tipos celulares que la expresan, así como su relación con la inflamación y/o 

neurodegeneración. 

Objetivos:  

Objetivo 1: Determinar el valor de la concentración de CHI3L1 y NfL en LCR y suero para el 

diagnóstico de los fenotipos clínicos de la EM. 

a. Establecer la relación entre la concentración de CHI3L1 y la actividad 

inflamatoria medida por los brotes clínicos, la actividad por RM, y la 

localización de las lesiones por RM. 

b. Establecer la correlación entre CHI3L1 y discapacidad. 

c. Establecer el valor del análisis combinado de CHI3L1 con NfL para el 

diagnóstico de fenotipos clínicos y para el pronóstico de la progresión 

subclínica en EM. 

d. Establecer el grado de correlación entre los niveles de CHI3L1 en suero y LCR. 

 

Objetivo 2: Establecer las diferencias en la concentración de CHI3L1 en las diferentes 

enfermedades inflamatorias desmielinizantes primarias del SNC. 

a. Comparar los niveles de CHI3L1 en LCR en EM, NMO y EAD, en actividad y 

remisión. 

b. Determinar la expresión de CHI3L1 en muestras de cerebro de pacientes con 

EM, NMO y EAD:  

i. Analizar la expresión diferencial de CHI3L1 por distintos tipos celulares 

y su relación con la inflamación circundante. 

ii. Estudiar la relación entre CHI3L1 y neurodegeneración. 
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3.1. Diseño del estudio 

Los trabajos de investigación en los que se basa esta tesis doctoral son: 

OBJETIVO 1: Estudio clínico observacional retrospectivo con seguimiento prospectivo del valor 

combinado de los niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR de pacientes con EM para determinar su 

utilidad en la diferenciación de fenotipos clínicos de EM y en la predicción de discapacidad y 

posterior diagnóstico de las formas progresivas de la enfermedad.  

OBJETIVO 2: Estudio clínico observacional retrospectivo con seguimiento prospectivo y estudio 

anátomo-patológico de CHI3L1 en las diferentes enfermedades inflamatorias desmielinizantes 

primarias del SNC: 

- OBJETIVO 2A: Estudio observacional retrospectivo para analizar los niveles de CHI3L1, 

además de NfL, en LCR de pacientes con diferentes enfermedades desmielinizantes (EM, NMO 

y EAD), considerando la presencia o no de actividad inflamatoria clínica y radiológica, y 

comparándolo con controles.  

- OBJETIVO 2B: Estudio histopatológico en tejido de cerebro procedente de autopsias 

de pacientes con EM, NMO y EAD, en similares estadios que los estudiados en LCR, para 

analizar la expresión diferencial de CHI3L1 en las lesiones de las diferentes enfermedades, y su 

relación con el grado de inflamación y neurodegeneración, así como los diferentes tipos 

celulares implicados. 
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Figura 6. Esquema del estudio y plan de trabajo. 

CHI3L1: Chitinase 3-like 1; NfL: Cadena ligera de neurofilamento; LCR: Líquido 
cefalorraquídeo; EM: Esclerosis múltiple; EMA: Esclerosis múltiple aguda; EMRR: 
Esclerosis múltiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis múltiple secundaria 
progresiva; EMPP: Esclerosis múltiple primaria progresiva; NMO: Neuromielitis 
óptica; EAD: Encefalomielitis aguda diseminada; DO: densitometría digital óptica; 
vs: versus; ELISA: Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas. 
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3.2. Metodología de los objetivos 1 y 2A 

3.2.1. Selección de pacientes y muestras 

- OBJETIVO 1: Para el estudio del valor combinado de CHI3L1LCR y NfLLCR se seleccionaron 

157 casos de EM (99 con EMRR, 35 con EMSP y 23 con EMPP).  

- OBJETIVO 2A: Para la comparativa entre EM y otras enfermedades desmielinizantes se 

añadieron más pacientes llegando a un total de 224 casos de EM (163 con EMRR, 37 con EMSP 

y 24 con EMPP), 7 casos de NMO (AQP4+) y 15 pacientes con EAD. Las muestras de controles 

sin EM (n=17) fueron seleccionadas de pacientes carentes de infección evidente, inflamación, 

autoinmunidad o enfermedades neurodegenerativas conocidas.  

Ambos estudios fueron aprobados por nuestro comité ético institucional (número de 

referencia PI17/01544). Todos los pacientes, para ser incluidos, habían de tener disponibilidad 

de LCR, suero, resonancia magnética y datos de discapacidad longitudinal. Los datos clínicos y 

demográficos fueron recogidos retrospectivamente y prospectivamente con la última 

actualización hecha en diciembre de 2019. Los datos de los pacientes reclutados para el 

objetivo 1 y 2A aparecen a continuación en las Tablas 1 y 2, respectivamente.  

3.2.2. Criterios diagnósticos 

El diagnóstico de EMCD fue realizado de forma prospectiva de acuerdo a los criterios de 

McDonald 2017 (Thompson et al., 2018). Se consideró enfermedad activa la presencia de un 

ataque clínico o brote y/o al menos una lesión captante de gadolinio (Gd+) presente en 

secuencias T1 de RM. Sin embargo, el incremento de lesiones en T2 no fue considerado como 

criterio de actividad por desconocerse el tiempo de producción de las lesiones en relación con 

la colección del LCR.  

El ataque clínico o brote fue definido como un empeoramiento agudo de la función 

neurológica con duración mayor a 24 horas, continuado por un grado variable de 

recuperación, sin poder ser explicado por la presencia de fiebre o estrés físico. Los síntomas 

urinarios en solitario no fueron considerados para el diagnóstico de un brote. 

Por su parte, se consideraron en fase de actividad las muestras de LCR obtenidas en 

una punción lumbar (PL) realizada dentro de los 90 días posteriores a un brote y/o detección 

de lesiones Gd+.   
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Tabla 1. Características clínicas y demográficas de los pacientes utilizados en el objetivo 1 

Variable 
EMRR 

(n = 99) 

EMSP 

(n = 35) 

EMPP 

(n = 23) 
P* 

Edad al inicio de la 

enfermedad (años) 
28 (23,5 - 36,5) 29 (23 - 36) 41 (34,5 - 47,5) < 0,001 

Edad al momento de la PL 

(años) 
35 (29,5 - 41) 45 (38,5 - 50) 51 (41 - 56) < 0,001 

Mujer 79 (79,8%) 21 (60%) 10 (43,5%) < 0,001 

Tiempo desde el diagnóstico 

a la PL (años) 
2,1 (0,3 - 9,8) 15,8 (8,8 - 19,3) 8,3 (5 - 11,8) < 0,001 

Seguimiento desde la PL 

(años) 
4,4 (3 - 5,9) 4,3 (2,3 - 5,7) 3,1 (2,5 - 5,7) < 0,001 

Brote clínico en el momento 

de la PL 
53 (53,5%) 2 (5,88%) 1 (5%) < 0,001 

Gd+ en RM en el momento 

de la PL 
53 (56,4%) 8 (25,81%) 6 (30%) < 0,001 

BOC-IgG 91 (91,9%) 31 (88,6%) 22 (95,7%) 1 

BOC-IgM 49 (49,5%) 18 (51,4%) 10 (43,5%) 0,9 

EDSS basal 2 (1 - 3) 5,5 (4,25 - 6,5) 5 (3,5 - 6) < 0,001 

NfLLCR (pg/ml) 591,9 (290 - 1106) 533 (266 - 678) 450 (304 - 746) 0,6 

CHI3L1LCR (ng/ml) 118,97 (81 - 186) 139,55 (96 - 212) 180,25 (146 - 265) 0,01 

*Las variables continuas se analizaron con el test U de Mann Whitney, excepto CHI3L1 y NfL, que 
fueron transformadas a logaritmos y se utilizó el test T de Student. Para las variables categóricas se 
utilizó el test χ2. 

EMRR: Esclerosis múltiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis múltiple secundaria progresiva; EMPP: 
Esclerosis múltiple primaria progresiva; PL: Punción lumbar; Gd+: Lesión captante de gadolinio; RM: Resonancia 
magnética; BOC: Bandas oligoclonales; IgG: Inmunoglobulina G; IgM: Inmunoglobulina M; EDSS: Expanded 
Disability Status Scale; NfL: Cadena ligera de neurofilamento; CHI3L1: Chitinase-3-like-1; LCR: Líquido 
cefalorraquídeo; Las variables categóricas se han descrito por conteo (n) y porcentajes (%); las variables 
continuas y ordinales se han descrito por mediana (primer cuartil - tercer cuartil). 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Las variables continuas se analizaron con el test U de Mann Whitney, excepto CHI3L1 y NfL, que fueron transformadas a logaritmos y se utilizó el test T de 
Student. Para las variables categóricas se utilizó el test χ2. 

Tabla 2. Características clínicas y demográficas de los pacientes utilizados en el objetivo 2A 

Variable 
Controles 

(n = 17) 

EMRR 

(n = 163) 

EMP 

(n = 61) 

NMO 

(n = 7) 

EAD 

(n = 15) 

P*  

Edad al inicio de la enfermedad (años) - 30 (24 - 37) 35 (25 - 43) 42 (31 - 48) 38 (20 - 52) 0,405  

Edad al momento de la PL (años) 35 (31- 36) 34 (28 - 41) 46 (40 - 53) 42 (35 - 50) 43,50 (22 - 54) 0,273  

Mujer 9 (53%) 132 (81%) 328 (47%) 7 (100%) 3 (23%) 0,002  

Tiempo desde el diagnóstico a la PL (años)  0,5 (0,1 - 5) 10,5 (5,9 - 16,7) 1 (0 - 10) 0 (0 - 1) < 0,001  

Seguimiento desde la PL (años)  3,7 (1,8 - 5,4) 3,5 (2,1 - 5,8) 6,6 (4 - 9,9) 2,2 (0,7 - 4) < 0,001  

Brote clínico en el momento de la PL  93 (57%) 3 (5%) 5 (72%) 7 (62%) 0,007  

Gd+ en RM en el momento de la PL  77 (48%) 15 (25%) 2 (29%) 7 (58%) 0,524  

BOC-IgG 0 (0%) 142 (88%) 55 (91,6%) 2 (29%) 2 (18%) < 0,001  

BOC-IgM 0 (0%) 81 (50%) 28 (46,7%) 2 (29%) 1 (9%) 0,007  

EDSS basal 0 2 (1 - 3) 5 (4 - 6,5) 7 (3 - 8) 5 (3 - 6) < 0,001  

Tratamiento en el momento de la PL (1ª 

línea TME, 2ª línea TME, ASCT) 
- 30 (20, 9, 1) 25 (8, 17, 0) 4 (3, 1, 0) 0 -  

NfLLCR (pg/ml) 148,3 (119,8 - 185,5) 561,9 (269 - 1480) 479,1 (286 - 704,5) 534 (233 - 9150) 1111 (201 - 6865) 0,6  

CHI3L1LCR (ng/ml) 64,8 (47,4 - 78,3) 115,6 (80,5 - 186,1) 159,93 (104 - 229,5) 208,2 (111 - 448) 374,2 (109 - 634) 0,01  
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EMRR: Esclerosis múltiple remitente-recurrente; EMP: Esclerosis múltiple progresiva; NMO: neuromielitis óptica; 
EAD: Encefalomielitis aguda diseminada; PL: Punción lumbar; Gd+: Lesión captante de gadolinio; RM: Resonancia 
magnética; BOC: Bandas oligoclonales; IgG: Inmunoglobulina G; IgM: Inmunoglobulina M; EDSS: Expanded Disability 
Status Scale; NfL: Cadena ligera de neurofilamento; CHI3L1: Chitinase-3-like-1; LCR: líquido cefalorraquídeo; TME: 
Terapias modificadoras de la enfermedad; ASCT: Trasplante autólogo de células madre, Las variables categóricas se 
han descrito por conteo (n) y porcentajes (%); las variables continuas y ordinales se han descrito por mediana 
(primer cuartil - tercer cuartil). 

 

La clasificación de los diferentes fenotipos clínicos fue realizada de acuerdo con los 

criterios definidos por Lublin (Lublin et al., 2014). Se consideraron formas de EMSP a aquellos 

pacientes que tenían una puntuación mayor o igual a 3 en la EDSS y en menos de 6 meses 

obtuvieron una puntuación superior o igual a 4, además de tener un sistema piramidal 

funcional mayor o igual a 2 y ninguna evidencia de brote. El fenotipo de EMPP fue asignado a 

aquellos pacientes que encajaron en los criterios de McDonalds 2017.  

El diagnóstico de NMO se realizó de acuerdo con los criterios de Wingerchuk de 2015 

(Wingerchuk et al., 2015) y únicamente se incluyeron en el estudio los pacientes seropositivos 

(IgG anti-AQP4). El diagnóstico de EAD se realizó siguiendo los criterios IPMSSG establecidos en 

2012 (Krupp et al., 2013).  

En todos los casos, la discapacidad fue evaluada en el momento de la PL, de acuerdo 

con la EDSS (Kurtzke, 1983), y cada seis meses hasta la última visita. 

3.2.3. Tratamiento 

Los pacientes con EMCD fueron tratados con TME de primera línea, elegidos a discreción del 

médico, a menos que se diese alguna de las siguientes situaciones: 1) presencia de dos brotes 

en un año, 2) un brote y/o una nueva lesión captante de gadolinio dentro de los 3 meses 

posteriores al brote, 3) un brote incapacitante con un valor en la EDSS de al menos 2 puntos. 

En estos casos y en aquellos en los que el tratamiento previo resultó inefectivo para frenar la 

actividad, se administraron TME de segunda línea. Los pacientes que no respondieron a TME 

de primera y segunda línea fueron sometidos a un trasplante autólogo de células madre 

(ASCT).  

3.2.4. Cuantificación de biomarcadores en suero y LCR  

Las muestras de suero y LCR fueron almacenadas a -80ºC en el Biobanco La Fe con la 

aprobación del comité científico y ético (PT17/0015/0043).  
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Los niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR fueron cuantificados utilizando ensayos 

inmunoenzimáticos (ELISA tipo sándwich) disponibles a nivel comercial, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. En el caso de CHI3L1, se utilizó el kit comercial Quantikine ELISA 

Kit (R&D Systems, DC3L10), y se incubaron las muestras diluidas 1:200 en diluyente de 

muestras con el anticuerpo monoclonal anti-CHI3L1, adherido a la placa, durante 2 horas con 

agitación suave. Posteriormente, tras lavados, se añadió el anticuerpo policlonal anti-CHI3L1 

conjugado con el enzima durante 2 horas con agitación suave. Después, se volvió a lavar y se 

añadió el sustrato del enzima durante 30 minutos, se paró la reacción con ácido sulfúrico y la 

cantidad de CHI3L1 fue determinada midiendo la absorbancia a 450 nm con el lector de placas  

HaloLed 96 (longitud de onda de referencia 550 nm). Para el cálculo de la concentración de 

CHI3L1, se utilizó una curva estándar de ocho puntos partiendo de 4000 pg/ml y haciendo 

diluciones seriadas. El coeficiente de variación intraensayo fue menor al 7% y el inter ensayo, 

menor al 6%. 

En el caso de NfL, se utilizó el kit comercial de Uman Diagnostics AB, Umea, IBL 

International (referencia UD51001). En este caso, se añadió el LCR, combinado con diluyente 

de muestras (1:1), durante 1 hora con agitación (800 rpm) sobre un anticuerpo monoclonal 

específico que reviste una superficie sólida. Tras realizar lavados, se añadió otro anticuerpo 

monoclonal conjugado con biotina y se incubó durante 45 minutos con agitación (800 rpm). 

Tras lavar de nuevo, se realizó una incubación con el enzima durante 30 minutos (800 rpm). 

Las determinaciones cuantitativas se realizaron mediante la adición de un sustrato incoloro 

durante 15 minutos (800 rpm) que la enzima transformó en un producto coloreado. Se paró la 

reacción con ácido sulfúrico y se midió la absorbancia a 450 nm (longitud de onda de 

referencia 620 nm). Para poder cuantificar el NfL, se incluyó una curva estándar de siete 

puntos partiendo de 10000 pg/ml y se hicieron diluciones seriadas. El coeficiente de variación 

intraensayo fue menor al 5% y el inter ensayo, menor al 4%. 

En ambos ELISAS se calcularon los resultados realizando una curva Marquardt de 4 

parámetros utilizando la plataforma online myassays (www.myassays.com). Los detalles de los 

protocolos pueden verse en el Anexo: Protocolos. 

Fueron considerados como valores atípicos aquellos 1.5 veces mayores que el valor Q3 

del rango intercuartílico (RIQ) (CHI3L1 > 367 ng/ml; NfL > 2027 pg/ml) calculado con los datos 

de toda la cohorte. Los niveles de CHI3L1 en suero fueron medidos en 88 muestras de EM 

utilizando el mismo kit comentado anteriormente, pero en este caso con una dilución 1:50 de 

las muestras. Para calcular la permeabilidad de la BHE se calculó el Q-alb para todas las 
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muestras como el cociente entre la concentración de albúmina en LCR (mg/l) y la 

concentración de albúmina en suero (g/l).  

3.2.5. Adquisición y análisis de imagen por RM 

Los estudios de RM incluyendo cerebro, médula cervical y dorsal, fueron analizados tras un 

primer brote clínico. Puesto que los estudios iniciales fueron de diferentes centros y a lo largo 

de un periodo largo de tiempo (2006-2019), el protocolo de adquisición y las secuencias 

utilizadas fueron variables. Sin embargo, en todos los casos fue posible realizar la secuencia 

FLAIR (planos transversales o sagitales con espesor variable entre 1 y 3 mm), la secuencia TSE 

T2 (grosor entre 3-5 mm), la secuencia de densidad de protones (espesor entre 3-5 mm) y la 

secuencia T1 después de la administración de gadolinio (plano transversal y 3-5 mm de 

espesor). Las lesiones se clasificaron según su ubicación, número y presencia de captación 

postgadolinio. 

3.2.6. Otros test 

Se analizó la presencia de BOC-IgM frente a lípidos mediante la técnica de enfoque isoeléctrico 

e inmunotransferencia como fue descrito anteriormente (Villar et al., 2002). El suero y el LCR 

fueron probados para descartar infecciones y otras enfermedades inflamatorias o 

desmielinizantes. 

3.2.7. Análisis estadístico  

En el objetivo 1 se llevó a cabo un análisis estadístico con ayuda del Departamento de 

Bioestadística del Instituto de Investigación Sanitaria La Fe (IISLaFe). Las variables categóricas 

fueron descritas por conteos (n) y porcentajes (%) y, las variables continuas y ordinales, por  

mediana (primer - tercer cuartil). Los niveles de NfLLCR/CHI3L1LCR fueron transformados a 

logaritmos (logNfL y logCHI3L1) para poder asumir normalidad. Las comparaciones entre 

grupos se realizaron usando U-Mann Whitney, test T de Student y análisis de covarianza de una 

vía (ANCOVA) utilizando como covariables la edad, el sexo y la duración de la enfermedad, sin 

cambios significativos en los efectos estimados sobre NfL y CHI3L1. Para comparaciones 

múltiples se aplicó el método de corrección de Bonferroni post-hoc. Las correlaciones fueron 

analizadas con el test de Pearson y, adicionalmente, con el test de Spearman.  

Para analizar la contribución de los valores emparejados de los dos biomarcadores, los 

pacientes se clasificaron en cuatro grupos con un método de división por mediana (el valor de 

la mediana se calculó a partir de la cohorte de EMRR sin actividad de la enfermedad):  
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- Grupo 1: pacientes con niveles de NfLLCR y CHI3L1LCR por debajo del valor de la 

mediana. 

-  Grupo 2: pacientes con valores de NfLLCR por encima de la mediana, pero con 

CHI3L1LCR por debajo. 

-  Grupo 3: pacientes con niveles de CHI3L1LCR por encima de la mediana, pero con NfLLCR 

por debajo. 

- Grupo 4: pacientes con concentraciones de NfLLCR y CHI3L1LCR por encima de los niveles 

de la mediana.  

Se realizó un análisis bivariable con las curvas de supervivencia de Kaplan Meier para analizar 

la probabilidad de incrementar 1 punto en la EDSS, tener un diagnóstico de forma progresiva, 

necesitar intensificación del tratamiento y aparición de primera recaída después de la PL en 

pacientes con EMRR. Los valores predictores fueron edad, sexo, actividad de la enfermedad, 

EDSS, logNfL y logCHI3L1 (o, alternativamente, las categorías de biomarcadores del paciente), 

presencia de BOC-IgM en el LCR, y tratamiento en el momento de la PL. Se realizaron modelos 

de regresión de riesgos proporcionales en el subgrupo de EMRR para los mismos resultados y 

predictores. Después de la selección de los predictores con el algoritmo de red elástica, el 

modelo se reajustó con una regresión estándar de Cox para obtener valores p aproximados y 

estimaciones de los efectos. Además, se realizó un modelo de regresión logística multinomial 

incluyendo niveles de NfLLCR transformados logarítmicamente y niveles de CHI3L1LCR como 

predictores. Se utilizaron como variables de respuesta los fenotipos clínicos de EM (EMRR, 

EMSP y EMPP) y el diagnóstico de EMSP, con EMRR como grupo de referencia. Se dibujó una 

trama de efectos marginales para facilitar la interpretación del modelo de regresión logística 

multinomial. Todos estos análisis se realizaron con SPSS 21.0 v y la versión de R 3.4.3 (proyecto 

CRAN). 

El análisis estadístico del objetivo 2A fue llevado a cabo con el software IBM SPSS v 

26.0. Atendiendo a los datos clínicos, nuestro primer objetivo fue analizar diferencias en los 

niveles de biomarcadores entre pacientes con diferentes enfermedades desmielinizantes 

considerando la presencia o no de actividad inflamatoria. Los valores de NfL y CHI3L1 fueron 

logaritmizados y se aplicaron test paramétricos usando análisis de covarianza y ajustando las 

covariables basales. En el caso de comparar más de dos grupos, los valores significativos 

fueron corregidos con el procedimiento de Bonferroni-Holm. El p-valor fue calculado utilizando 

pruebas de dos colas y se consideró estadísticamente significativo por debajo de 0,05. No hubo 
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valores perdidos entre las variables analizadas porque se utilizaron criterios de inclusión para 

recopilarlos todos.  

3.3. Metodología del objetivo 2B: Estudio de expresión de CHI3L1 

3.3.1. Selección de pacientes y muestras 

El material para el estudio histológico fue concedido por el Center for Brain Research de la 

Medical University de Viena, aprobado por el comité ético con referencia 535/2004/2019. Se 

seleccionó tejido de cerebro procedente de autopsias de 22 pacientes con EM  (5 formas de 

EM aguda, 1 caso de EMRR, 5 casos de EMPP y 11 de EMSP), además de 1 caso de NMO 

(AQP4+), 1 caso de EAD y 6 casos controles de edad similar. Las características de los pacientes 

y las lesiones analizadas se reflejan en la Tabla 3. 

3.3.2. Inmunohistoquímica 

Sobre las secciones se realizaron tinciones de histoquímica e inmunohistoquímica para 

diferenciar las diferentes áreas: SBAN (al menos 1 cm distante de la lesión), lesiones clásicas 

activas desmielinizantes de tipo I, II o III (Lucchinetti et al., 2000), lesiones de expansión lenta y 

lesiones inactivas. Estas lesiones fueron definidas de acuerdo a criterios publicados 

previamente (Bruck et al., 1995; Frischer et al., 2015; Lassmann, 2011). 

La inmunohistoquímica se llevó a cabo utilizando el método con biotina-

estreptavidina. Los detalles del protocolo aparecen en trabajos previos (Zrzavy et al., 2017). El 

anticuerpo anti-CHI3L1 se incubó con suero de caballo diluido al 10% en tampón DAKO, 

mientras que el resto de anticuerpos se incubaron usando suero bovino fetal diluido al 10%, 

para reducir uniones inespecíficas. Las características de los anticuerpos primarios usados y las 

condiciones específicas de las tinciones, como el desenmascaramiento antigénico, aparecen 

resumidas en la Tabla 4. En el caso de la CHI3L1, se utilizó un control negativo en ausencia del 

anticuerpo primario, para confirmar especificidad. Las muestras se contrastaron con 

hematoxilina durante 20 segundos, se lavaron y se deshidrataron en un gradiente de alcoholes 

crecientes acabando en inmersión en xilol para después montar con Eukitt (EMS, 5320). Los 

detalles del protocolo se encuentran en Anexo: Protocolos. 
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EMA: Esclerosis múltiple aguda; EMRR: Esclerosis múltiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis múltiple 
secundaria progresiva; EMPP: Esclerosis múltiple primaria progresiva; NMO: Neuromielitis óptica; EAD: 
Encefalomielitis aguda diseminada; SBN: Sustancia blanca normal de controles; SBAN: Sustancia blanca de 
apariencia normal; Act: Activa; SEL: Lesión de expansión lenta; EA: Lesión activa temprana; LA: Lesión activa tardía; 
M: Mujer; H: Hombre. 

 

Tabla 3. Características de las muestras de cerebro procedentes de autopsia (objetivo 2B) 
 

CASO Tipo Sexo Edad Lesión Region de interés 

Duración 

enfermedad 

(meses) 

C1 Control M 30 
 

SBN 
 

C2 Control M 36 
 

SBN 
 

C3 Control M 39 
 

SBN 
 

C4 Control H 46 
 

SBN 
 

C5 Control H 65 
 

SBN 
 

C6 Control H 70 
 

SBN 
 

EM1 EMA H 35 Lesión Act, III SBAN, Inicial, EA, centro activo 1,5 

EM2 EMA M 45 
Lesión Act, III, 

SEL 

SBAN, Inicial, EA, LA, SEL: borde, 

SEL: centro 
0,2 

EM3 EMA H 45 2x Lesión Act, III SBAN, Inicial, 2x EA, LA, centro activo 0,6 

EM4 EMA H 59 Lesión Act, II SBAN, EA, centro activo 5 

EM5 EMA M 69 Lesión Act, III SBAN, Inicial, EA, LA 2 

EM6 EMRR M 40 Lesión Act, III SBAN, Inicial, EA, centro activo 120 

EM7 EMPP M 34 2x Lesión inactiva SBAN, 2x centro inactivo 204 

EM8 EMPP H 53 SEL SBAN, SEL: borde, SEL: centro 168 

EM9 EMPP M 55 Lesion Act I SBAN, EA,  centro activo 168 

EM10 EMPP H 67 SEL SBAN,  SEL: borde, SEL: centro 87 

EM11 EMPP M 77 SEL SBAN,  SEL: borde, SEL: centro 168 

EM12 EMSP M 52 SEL e inactiva SEL e inactiva 30 

EM13 EMSP H 34 SEL SBAN,  SEL: borde, SEL: centro 120 

EM14 EMSP H 41 SEL SBAN,  SEL: borde, SEL: centro 137 

EM15 EMSP M 46 SEL SBAN,  SEL: borde, SEL: centro 444 

EM16 EMSP M 48 Lesión Activa I SBAN, EA, SEL e inactiva 410 

EM17 EMSP M 53 SEL SBAN,  SEL: borde, SEL: centro 241 

EM18 EMSP M 53 Lesión inactiva SBAN, centro inactivo 360 

EM19 EMSP M 61 Lesión inactiva SBAN, centro inactivo 288 

EM20 EMSP M 62 Lesión inactiva SBAN,  centro inactivo 144 

EM21 EMSP M 81 Lesión inactiva SBAN,  centro inactivo 432 

EM22 EMSP M 45 Lesion Activa SBAN, EA, SEL 240 

NMO - M 20 
Lesión 

activa/inactiva 
Activa, inactiva 48 

EAD - H 13 
Activa, 

perivascular 
SBAN; Lesiones Activas 0,06 
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pAc: Anticuerpo policlonal; mAc: Anticuerpo monoclonal; IF: Inmunofluorescencia; Prof.: profesor 

 

 

 

 

 

3.3.3. Cuantificación de CHI3L1 en diferentes tipos celulares 

De cada sección analizada se obtuvo una imagen panorámica, y se definió un mapa de lesión 

detallado antes de seleccionar el área para cuantificar. Se definieron diferentes tipos de lesión 

en diferentes regiones del cerebro con ayuda de las secciones teñidas con hematoxilina-

eosina, tinción de mielina luxol fast blue y tinción de plata Bielschowsky para axones. 

 

La caracterización de las lesiones también incluyó inmunohistoquímica para diferentes 

proteínas mielínicas (PLP, MOG y MAG), así como para marcadores de linfocitos T (CD3) y de 

Tabla 4. Detalles de anticuerpos  

Anticuerpos 

primarios 
Origen Diana Dilución Desenmascaramiento Fuente 

CHI3L1 
Cabra (pAc 

IgG) 
Chitinase 3-like 1 

1:200 

(1:50-

1:100 en 

IF) 

EDTA pH 9 AF2599; R&D 

TPPP Ratón 

Proteína promotora 

de la polimerización 

de tubulina 

1:2000 EDTA pH 9 Prof. Lassmann 

Iba1 
Conejo 

(pAc) 

Molécula 

adaptadora de 

unión a calcio 

ionizado 

1:1000 EDTA pH 9 
019-19741; 

Wako 

GFAP 
Conejo 

(pAc) 

Proteína ácida 

fibrilar glial 
1:1000 EDTA pH 9 Z0334; Dako 

NeuN Ratón (mAc) 

Proteína nuclear 

específica de 

neurona 

1:5000 

(CSA) 
Citrato pH 6 

MAB377; 

Chemicon 

IgG biotinilada Ratón 
Inmunoglobulina 

tipo G 
1:500 Proteinasa 15’ Dako 

CD68 Ratón 
Cluster de 

Diferenciación 68 
1:100 EDTA pH 9 Dako 

PLP 
Ratón (mAc, 

IgG2a) 

Proteína  

Proteolipídica 
1:1000 EDTA pH 9 

MCA839G; 

Serotec 

Anticuerpos secundarios Dilución Fuente 

Biotinylated donkey α-mouse 1:500 Jackson 715-065-150 

Biotinylated horse α-goat 1:200 Vector BA-9500 

Cy2 donkey α-goat 1:100 Jackson 705-225-147 

Dylight 549 donkey α-rabbit 1:100 Jackson 711-165-152 

Dylight 549 streptavidin 1:200 Jackson 016-500-084 

Cy2 avidin 1:100 Jacson 016-220-084 
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macrófagos/microglía (CD68). En estos mapas de lesión se seleccionaron las áreas para realizar 

recuentos de células positivas para CHI3L1. Se utilizaron 4 imágenes tomadas con el objetivo 

40x (0,95 mm2) en cada región y lesión (cortex, SBAN, lesión activa, lesión inactiva y SEL) y en 

cada subtipo de EM (EMA, EMRR, EMPP y EMSP). Según el número de células contado, se 

asignaron los siguientes criterios: 0 si no había células positivas, +/- si había menos de 10 

células por campo, + si había entre 10 y 20 células positivas, ++ si había entre 20 y 50 células 

positivas y +++ si había más de 50. 

Se estudió la co-localización de CHI3L1 con marcadores de diferentes tipos celulares: 

Iba1 (microglía y macrófagos), GFAP (astrocitos), NeuN (neuronas), TPPP (oligodendrocitos). Se 

siguió un protocolo similar al de la inmunohistoquímica, pero con la excepción de que en este 

caso se utilizó el tampón Dako antibody diluent (Dako 53022) para diluir los anticuerpos 

primarios, y los anticuerpos secundarios usados estaban conjugados con fluoróforos, por lo 

que las incubaciones se hicieron en oscuridad. Para el marcaje nuclear se usó To-Pro 3 (MW, 

642-661) y las muestras se montaron con Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen, P36930).  

Ante la sospecha de inespecificidad del marcaje neuronal de CHI3L1, se realizó una 

inmunohistoquímica con IgG conjugado con biotina para comprobar si la captación de material 

extracelular por parte de las neuronas se debía a un aumento de la permeabilidad de la 

membrana. 

Los detalles de los anticuerpos usados y las condiciones de la inmunofluorescencia e 

inmunohistoquímica aparecen en la Tabla 4. El protocolo de inmunofluorescencia aparece 

detallado en el Anexo Protocolos. 

3.3.4. Cuantificación de expresión de CHI3L1 mediante densitometría digital óptica  

Para el estudio cuantitativo de la expresión y distribución de CHI3L1 en las diferentes regiones 

y lesiones estudiadas, se utilizó la técnica de densitometría digital óptica (DO), utilizando un 

protocolo publicado previamente (Hametner et al., 2013; Zrzavy et al., 2017) sobre imágenes 

tomadas de las tinciones de inmunohistoquímica de CHI3L1. 

La cuantificación de CHI3L1 se llevó a cabo empleando el programa ImageJ para 

calcular la fracción de área positiva para el marcaje de diaminobencidina (DAB). Se utilizaron 3 

imágenes por región de interés tomadas con el objetivo 10x (0,45 mm2). Las imágenes fueron 

guardadas en formato JPEG. Se aplicó un plugin de deconvolución de color para eliminar la 

contratinción de la hematoxilina, se convirtieron las imágenes RGB en imágenes de escala de 
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grises de 8 bit y después fueron invertidas. En las imágenes resultantes se fijó un umbral y se 

calculó el área de fracción positiva para DAB. El plugin fue creado y cedido por el grupo del 

Profesor Lassmann del Center for Brain Research en Viena y fue instalado en el programa 

Image J para su uso. Los detalles del protocolo pueden verse en el Anexo Protocolos. 

3.3.5. Correlación de expresión de CHI3L1 con inflamación meníngea o perivascular 

Se tomaron 4 imágenes no solapantes, con el objetivo 10x, de las secciones teñidas con 

anticuerpos anti CHI3L1 y anti CD68 (Casos EM9, EM10, EM14, EM15, EM22). En concreto, se 

analizaron las lesiones corticales y la SBAN en la proximidad de las lesiones. Se llevó a cabo el 

recuento de células positivas para CHI3L1 y CD68 usando el comando de cálculo de Photoshop. 

Se aislaron las células positivas en cada caso ajustando manualmente los parámetros de ruido 

y el umbral y fijándolos para cada imagen.  La densidad celular fue calculada como el número 

medio de células positivas por milímetro de longitud. También se analizaron lesiones inactivas, 

en sustancia blanca y cortex, y lesiones de expansión lenta o SEL (tanto el borde como el 

centro). Las células positivas para CD68 en la periferia de vasos sanguíneos no fueron 

consideradas en los recuentos realizados en la SBAN. Los detalles del protocolo aparecen en  

Anexo: Protocolos. 

Por otra parte, se calculó la densidad de linfocitos en los vasos sanguíneos de las 

mismas regiones de SBAN analizadas anteriormente y en las meninges circundantes utilizando 

el mismo método. Se tomaron 4 fotos no solapantes con el objetivo 10x en secciones teñidas 

con hematoxilina y eosina. Se estableció un gradiente de inflamación como medida de la 

inflamación meníngea: ausencia de linfocitos (0), presencia de un agregado de 5-50 células (+), 

uno o más agregados de más de 200 células (++) y uno o más agregados con más de 300 

células (+++). Se estableció otro gradiente para el caso de la inflamación perivascular: 

inflamación leve con menos de 20 linfocitos (0+), inflamación moderada con 20-50 linfocitos 

(+), inflamación elevada con más de 50 linfocitos (++) e inflamación severa con más de 100 

linfocitos (+++). El grado máximo de inflamación en ambos casos, en meninges y en vasos 

sanguíneos de la SBAN periféricos a las lesiones, fue usado para establecer el nivel máximo de 

inflamación (+++).  

Se midió la distancia desde las áreas analizadas en las lesiones de cortex hasta los 

folículos meníngeos e infiltrados perivasculares en la SBAN estudiados y se estudió si existía 

correlación entre esta y los recuentos celulares.  
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3.3.6. Análisis estadístico 

En este estudio, el objetivo fue estudiar la expresión diferencial de CHI3L1 por distintos tipos 

celulares y su relación con la inflamación circundante. El análisis descriptivo incluyó los valores 

de la mediana y el rango intercuartílico. Las diferencias entre grupos fueron analizadas con el 

test U de Mann Whitney asumiendo una distribución no normal de nuestros datos.  
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4.1.1. Niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR en EM y relación con la actividad inflamatoria 

responsable de brotes 

Los niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR fueron mayores en los pacientes con EM respecto a los 

controles sin EM (p < 0,001). Dentro de los pacientes de EM, la dinámica de expresión y 

liberación de los biomarcadores fue diferente entre las diferentes formas clínicas para el caso 

de la CHI3L1 (p=0,01). Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas entre formas 

clínicas en el caso del NfL (p=0,6) (Tabla 1, Figura 7A).  

En cuanto a la actividad de la enfermedad, en el momento de la PL, 93 de 157 

pacientes se consideraron activos (78 casos de EMRR, 9 de EMSP y 6 de EMPP), de acuerdo con 

la definición dada de presencia de actividad (brote clínico y/o presencia de lesión Gd+ en la 

RM). Tomando la población de EM sin diferenciar por fenotipos clínicos, los niveles de NfLLCR se 

encontraron principalmente elevados en pacientes con actividad inflamatoria (p < 0,001) 

(Figura 7B). En el caso de los niveles de CHI3L1LCR, no se hallaron diferencias significativas entre 

pacientes con y sin actividad inflamatoria (p=0,862) (Figura 7B). 

Aunque en general los valores medios de ambos biomarcadores fueron altos en EM, 

los valores más extremos se correspondieron con pacientes con EMRR y enfermedad activa 

(Figura 7B). 

4.1.2. Relación de CHI3L1LCR y NfLLCR con la actividad radiológica y la localización de 

las lesiones  

Los niveles de NfLLCR correlacionaron fuertemente con la incidencia (Figura 8A) (p < 0,001) y 

numero de lesiones Gd+ detectadas en RM (r=0,495; p < 0,001) (Figura 8B). Aunque los niveles 

de CHI3L1 no correlacionaron en principio con la presencia de actividad clínica y/o radiológica, 

se halló una correlación moderada con el número de lesiones Gd+ (r=0,398; p=0,001) (Figura 

8C). Los pacientes con valores atípicamente altos de CHI3L1LCR (más de 1,5 veces por encima 

del Q3 del RIQ), en el contexto de un ataque clínico con niveles elevados de NfLLCR, 

presentaron una actividad radiológica muy llamativa con un incremento en el número de 

lesiones Gd+, sobre todo localizadas a nivel periventricular y yuxtacortical (Figura 8D). 
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Figura 7. Niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR en EM en función del fenotipo, la actividad inflamatoria y otras 
variables. A. Los niveles de NfL no fueron diferentes entre formas de EM (ANOVA p=0,6), mientras que 
los de CHI3L1 fueron mayores en EM progresiva (EMSP y EMPP) comparada con EMRR (ANOVA p=0,01; 
Bonferroni post-hoc EMRR vs. EMPP p=0,009). B. Los pacientes con actividad presentaron niveles 
mayores de NfL comparados con otros sin actividad documentada (definida como presencia de brote 
clínico y/o lesión Gd+ en RM en los 90 días posteriores a la PL). T de Student < 0,001. Los niveles de 
CHI3L1 no fueron diferentes en función de la actividad (T de Student p=0,705). C. Tanto NfL como CHI3L1 
fueron mayores en presencia de BOC-IgM en la cohorte de EMRR (T de Student p=0,02 y p=0,004, 
respectivamente). D. Los niveles de NfL y CHI3L1 correlacionaron entre sí en la cohorte de EMRR 
(r=0,58, Pearson; p < 0,001). Los niveles de NfL disminuyeron con el tiempo tras el brote (r=0,29, 
Pearson; p=0,04). El tamaño muestral de cada apartado aparece entre paréntesis. El test T de Student y 
las correlaciones se realizaron con los valores de CHI3L1 y NfL transformados a logaritmos. 

EM: Esclerosis múltiple; NfL: Cadena ligera de neurofilamento; CHI3L1: Chitinase 3-like 1; PL: Punción lumbar; 
EMRR, Esclerosis múltiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis múltiple secundaria progresiva; EMPP: Esclerosis 
múltiple primaria progresiva; LCR: Líquido cefalorraquídeo; BOC-IgM: Bandas oligoclonales de tipo IgM; log: 
logaritmo. 
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Figura 8. Relación de CHI3L1LCR y NfLLCR con la actividad radiológica y la localización de las lesiones. 

A. Los niveles de NfLLCR se asociaron a actividad radiológica, con una tendencia para CHI3L1. B y C. 
Ambos biomarcadores correlacionaron moderadamente con el número de lesiones positivas en 
gadolinio. D. Número medio de lesiones Gd+ en EM y distribución de estas lesiones en pacientes con 
elevados niveles de NfL y CHI3L1 (oNfL oCHI3L1) o elevado NfL y baja CHI3L1 (oNfL). 

Log: Logaritmo; Gd+: captante de gadolinio; n: número; NfL: Cadena ligera de neurofilamento; CHI3L1: 
Chitinase 3-like 1; oNfL: Niveles elevados de NfL; oCHI3L1: Niveles elevados de CHI3L1. 
 

 

4.1.3. Correlación de los niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR con otras variables clínicas 

Los niveles de NfLLCR y CHI3L1LCR fueron mayores en los pacientes con presencia de BOC-IgM 

(p=0,02 y p=0,004; respectivamente), pero solamente en el caso de EMRR (Figura 7C). La 

presencia de BOC-IgM no se asoció con la actividad de la enfermedad, considerada como la 

existencia de brote clínico (χ2; p=0,132) o la presencia de lesiones Gd+ (χ2
; p=0,519) pero, a 

pesar de ello, los pacientes con ambas características presentaron BOC-IgM de forma más 

frecuente (χ2; p=0,034). 

Se encontró una correlación significativa entre los valores de CHI3L1LCR y NfLLCR en toda 

la cohorte analizada (r=0,46; p < 0,001), tanto al seleccionar pacientes sin actividad 

inflamatoria clínica o de RM (r=0,37; p=0,003) como con actividad inflamatoria (r=0,52; p < 

0,001). Sin embargo, al realizar el análisis en las distintas formas clínicas de EM por separado, 
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solamente persistió dicha correlación en el grupo de pacientes con EMRR (r=0,58; p < 0,001) 

(Figura 7D), tanto con actividad (r=0,57; p < 0,001) como sin actividad (r=0,62; p=0,002). La 

correlación no fue significativa para el grupo de EMSP (r=0,23; p=0,195) ni para el de EMPP 

(r=0,37; p=0,081).  

Por otro lado, se observó una leve correlación negativa entre los niveles de NfLLCR con 

la duración de la enfermedad en el momento de la PL (r=-0,2; p=0,02), así como con el tiempo 

transcurrido desde el brote clínico hasta la PL (r=-0,28; p=0,04) (Figura 7D). 

Los niveles elevados de CHI3L1LCR se asociaron con una edad más avanzada (r=0,2; 

p=0,013) y mayor puntuación en la EDSS en el momento de la PL (r=0,21; p=0,009), aunque 

estas correlaciones fueron leves. 

Por último, de los pacientes de este estudio, 49 se encontraban bajo tratamiento (26 

con TME de primera línea, 20 con TME de segunda línea y 3 con ASCT). No se encontraron 

diferencias, en el momento de la PL, entre pacientes tratados y pacientes sin tratamiento en 

los niveles medios de NfLLCR (p=0,8) y CHI3L1LCR (p=0,2). 

4.1.4. Correlación entre la discapacidad neurológica y los niveles de CHI3L1LCR y 

NfLLCR en el momento de la punción lumbar en EM 

La puntuación en la EDSS en el momento de la punción lumbar correlacionó levemente con los 

valores de NfLLCR y CHI3L1LCR (r=0,19, p=0,03; r=0,308, p < 0,001; respectivamente). Sin 

embargo, los niveles de ambos biomarcadores no correlacionaron con la carga general lesional 

(p=0,349 y p=0,331; respectivamente) o con la localización de las lesiones inactivas en T2, y la 

correlación fue moderada con la actividad radiológica (Figura 8B y 8C). Los niveles de CHI3L1LCR 

fueron significativamente más elevados en las formas progresivas de EM comparadas con las 

de EMRR (Figura 7A) (p=0,009), tras ajustar por sexo, edad y duración de la enfermedad (Tabla 

1), aunque el influjo de la edad fue significativo (p=0,001).  

Tras la PL, se hizo un seguimiento prospectivo a la cohorte de pacientes seleccionados 

para el estudio y se recogieron los datos clínicos y de discapacidad, incluyendo la tasa de brote 

y la fecha de conversión a forma progresiva.  

Un 25% de los pacientes con EMRR incrementaron en 1 punto la discapacidad medida 

por la EDSS tras la PL. El análisis bivariado Kaplan Meier mostró que la CHI3L1 tenía un valor 

predictivo de dicho incremento de discapacidad (log-rank p=0,018), mientras que el NfL 

solamente experimentaba una tendencia (log-rank p=0,0523), y lo mismo ocurría con la 
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actividad de la enfermedad (log-rank p=0,109). El análisis multivariable Cox concluyó que 

solamente la CHI3L1 permanecía como un predictor independiente de la discapacidad 

{HR=2,99 [IC 95% (1,27 - 7,07)]} (Tabla 5). 

Por su parte, un 14 % de los casos de EMRR progresaron a la forma EMSP. Mediante el 

análisis bivariado Kaplan Meier se mostró que tanto CHI3L1 (log-rank p=0,0001), como NfL 

(log-rank p=0,015) y la actividad de la enfermedad (log-rank p=0,001) eran buenos 

biomarcadores para diagnosticar EMSP. Mediante el análisis multivariable Cox, se mostró que 

los niveles elevados de CHI3L1 {HR=18 [IC 95% (2,31 - 141,3)]}, y la presencia de actividad 

{HR=0,186 [IC 95% (0,06 - 0,62)]} se asociaban a progresión de la enfermedad tras la PL (Tabla 

5). Sin embargo, el NfL en este análisis no resultó ser buen predictor de progresión. 

En general, durante el seguimiento clínico, 57 de los pacientes analizados tuvieron que 

cambiar a TME de segunda línea (9 fingolimod, 29 natalizumab, 14 rituximab, 2 ASCT, 1 

alemtuzumab, 2 metotrexato). En este caso, el análisis bivariado Kaplan Meier mostró que el 

sexo (log-rank p=0,043) y la EDSS (log-rank p=0,047) fueron buenos marcadores pronósticos de 

necesidad de cambio de tratamiento. Sin embargo, el análisis multivariado no mostró ningún 

marcador con valor predictivo para este caso. 

 Por otra parte, un 42% de los pacientes EMRR presentaron un brote tras la PL. El 

análisis bivariado Kaplan Meier detectó el sexo (log-rank p=0,043) y la EDSS (log-rank p= 0,046) 

como marcadores pronósticos de brote clínico. Sin embargo, el análisis multivariado no 

determinó ningún marcador con dicho valor en este caso. 

 

 Tabla 5. Análisis de regresión Cox para incremento de 1 punto en EDSS y diagnóstico de 

progresión en pacientes con EMRR durante el seguimiento 

 Estimado Error estándar HR IC < 95% IC > 95% p  

Incremento de 1 punto en EDSS 

Log10 (CHI3L1) 1,097 0,438 2,996 1,269 7,074 0,008 

Progresión de la enfermedad 

Log10 (CHI3L1) 2,893 1,050 18,044 2,305 141,3 0,0002 

Actividad enfermedad -1,682 0,607 0,186 0.057 0,611 0,002 

HR: Hazard ratio; EDSS: Escala expandida de discapacidad; EMRR: Esclerosis múltiple recurrente-remitente; Log: 
Logaritmo; CHI3L1: Chitinase 3-like 1; IC: Intervalo de confianza. 
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4.1.5. Valor de la medición combinada de los niveles de NfLLCR y CHI3LLCR en el 

pronóstico de la progresión y en la estratificación de la EM en los distintos subtipos 

Con el propósito de investigar el valor de la medición combinada de NfLLCR y CHI3L1LCR en el 

pronóstico de la EM, se estratificaron los pacientes en cuatro grupos según los niveles de 

ambos biomarcadores, considerando como mediana el valor calculado en la cohorte de EMRR 

sin actividad inflamatoria (Grupo 1: NfL y CHI3L1 por debajo de la mediana; Grupo 2: elevado 

NfL; Grupo 3: elevada CHI3L1; Grupo 4: NfL y CHI3L1 por encima de la mediana). El análisis 

bivariado utilizando perfiles de biomarcadores como predictores mostró que los pacientes del 

grupo 4 tenían más probabilidad de recibir un diagnóstico de la forma progresiva respecto a 

los demás grupos (p=0,02) (Figura 9). Sin embargo, los niveles combinados de ambos 

biomarcadores  no presentaron correlación significativa con el incremento en un punto en la 

escala de discapacidad (p=0,094), necesidad de terapia escalada (p=0,173) o brote tras la PL 

(p=0,783). 

 

Figura 9. Probabilidad de conversión a EMSP según los niveles de NfLLCR 

y CHI3L1LCR. Grupo 1: NfL y CHI3L1 por debajo de la mediana; Grupo 2: 
elevado NfL; Grupo 3: elevada CHI3L1; Grupo 4: NfL y CHI3L1  por encima 
de la mediana. Los pacientes del grupo 4 presentaron mayor 
probabilidad de ser diagnosticados como EMSP durante el seguimiento, 
comparados con el resto de grupos. (p=0,02). 
 
EMSP: Esclerosis múltiple secundaria progresiva.  
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La representación de los valores emparejados de NfL/CHI3L1 (cada par corresponde a un 

paciente), en diagramas de densidad mostró que la densidad máxima de pacientes estaba 

claramente distribuida entre controles sin EM y casos de EM y, dentro de estos últimos, entre 

las distintas formas de la enfermedad. Los pacientes con EMRR que fueron diagnosticados 

como EMSP durante el seguimiento, presentaron concentraciones de NfL y CHI3L1 superiores 

a la mediana establecida (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Mapas de densidad representando los valores de NfL y CHI3L1 en el LCR de controles sin 
EM y pacientes con EM. Las líneas negras de cada diagrama representan los valores logaritmizados de 

la mediana de NfLLCR y CHI3L1LCR en la cohorte completa. Cada subgrupo tiene un pico de densidad de 
pacientes en una posición diferente respecto a la mediana. A. En el grupo control sin EM casi todos los 
pacientes se establecen en el cuadrante inferior izquierdo. B. En el subgrupo de EMPP, los niveles de 
CHI3L1 están por encima de la mediana en la mayoría de pacientes, y se distinguen dos grupos 
atendiendo a los niveles de NfL. C. En el grupo de EMRR, los triángulos negros representan a los 
pacientes que tras el período de seguimiento evolucionaron a una forma progresiva. D. Los pacientes 
con EMSP constituyen un mapa de densidad intermedio con tres regiones de distribución.  

NfL: Cadena ligera de neurofilamento; CHI3L1: Chitinase 3-like 1; EMRR: Esclerosis múltiple remitente-recurrente; 
EMSP: Esclerosis múltiple secundaria progresiva; EMPP: Esclerosis múltiple primaria progresiva; log: logaritmo. 

 

Además, se utilizó un modelo de regresión logística multinomial para estudiar el valor 

combinado de ambos biomarcadores para discriminar fenotipos de EM y predecir progresión.  
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El análisis mostró que la combinación de NFLLCR y CHI3L1LCR presentaba capacidad para 

discriminar entre EMRR y EMSP [HR 0,41 (0,18 - 0,82)] y entre EMRR y EMPP [HR 0,46 (0,19 - 

0,98)], pero no mostró poder estadístico para predecir el diagnóstico de EMSP {0,96 [IC del 

95% (0,54 -  1,63)]} (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Modelo de regresión multinomial para el valor combinado de CHI3L1- NfL  

en la discriminación de fenotipos clínicos 

 

 Estimado 
Error 

estándar 

Exp 

(Estimado) 
IC < 95% IC > 95% 

EMPP Intercept* -1,552 0,34 0,212 0,102 0,394 

EMSP Intercept -0.819 0,239 0,441 0,267 0,697 

Switch Intercept -2.198 0,376 0,111 0,049 0,219 

Controles sin EM Intercept -7,931 2,44 0 0 0,018 

EMPP logCHI3L1 1,644 0,388 5,173 2,514 11,199 

EMPP logNfL -0,983 0,446 0,374 0,149 0,862 

EMPP logCHI3L1: logNfL -0,771 0,437 0,462 0,186 0,975 

EMSP logCHI3L1 0,804 0,311 2,235 1,233 4,181 

EMSP logNfL -0,948 0,34 0,387 0,195 0,723 

EMSP logCHI3L1: logNfL -0,896 0,399 0,408 0,177 0,819 

Switch  logCHI3L1 0,924 0,445 2,518 1,098 6,293 

Switch logNfL -0,064 0,419 0,938 0,415 2,129 

Switch  logCHI3L1: logNfL -0,04 0,285 0,961 0,544 1,631 

*La categoría de referencia es EMRR. Los resultados significativos aparecen resaltados en 
negrita. 

EMRR: Esclerosis múltiple remitente-recurrente; EMSP: Esclerosis múltiple secundaria progresiva; 
EMPP: Esclerosis múltiple primaria progresiva; Switch: diagnóstico de EMSP durante el 
seguimiento; logNfL: Logaritmo de los niveles de NfL en LCR; logCHI3L1: Logaritmo de los niveles 
de CHI3L1 en LCR; IC: Intervalo de confianza. 

 

Sin embargo, la representación de estos datos en un gráfico de efectos marginales 

mostró que la probabilidad de cambiar de EMRR a enfermedad progresiva fue característica de 

pacientes con mayores concentraciones de NfLLCR y CHI3L1LCR (Figura 11C). Los fenotipos de EM 

correspondientes a niveles bajos y medios de NfL aparecen representados en la Figura 11A,B. 
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Figura 11. Gráfico de efectos marginales: probabilidad de tener un fenotipo de EM según niveles 
de CHI3L1 y NfL Esta representación gráfica del modelo de regresión multinomial realizado muestra 
la probabilidad de estar comprendido en una forma clínica de EM, incluida la probabilidad de 

conversión a EMSP, según los niveles de NfLLCR y CHI3L1LCR. Por lo tanto, este diagrama muestra la 
interacción entre ambos biomarcadores. A. Cuando los niveles de NfL son bajos, los niveles bajos de 
CHI3L1 implican una mayor probabilidad de ser un control sin EM (rosa) o un paciente con EMRR 
(rojo). Niveles altos de CHI3L1 en estos pacientes están asociados con el diagnóstico de EM 
progresiva (verde y verde caqui). La probabilidad de cambiar a EMSP es muy baja (azul). B. Con 
niveles promedio de NfL, la probabilidad de pertenecer a un control disminuye, y los niveles de 
CHI3L1 discriminan mejor entre EMRR (CHI3L1 baja) y EMPP (CHI3L1 alta). C. Con niveles altos de 
NfL, la probabilidad de formar parte del grupo de EMRR es la más alta. NfL y CHI3L1 elevados son 
más probables en pacientes diagnosticados de EMSP durante el seguimiento y en un subgrupo de 
pacientes con EMPP, probablemente pacientes con EMPP activa.  

NfL: Cadena ligera de neurofilamento; CHI3L1: Chitinase 3-like 1; EMRR: Esclerosis múltiple remitente-

recurrente;  

EMSP: Esclerosis múltiple secundaria progresiva; EMPP: Esclerosis múltiple primaria progresiva; Cambio a SP: 

diagnóstico de EMSP durante el seguimiento. 

4.1.6. Grado de correlación entre los niveles de CHI3L1 en suero y en LCR en EM 

Puesto que los niveles de CHI3L1LCR podrían ser informativos de la actividad inflamatoria innata 

de la enfermedad en los pacientes que cursan con brotes o en los progresivos, se estudió la 

correlación con los niveles en suero y su valor como potencial marcador subrogado de 

inflamación continua de bajo grado. La CHI3L1 en suero presentó una tendencia a ser mayor 

en los pacientes con EMP comparados con los pacientes con EMRR [31,9 ng/ml (25 - 40.1) y 

28,63 ng/ml (22,5 - 37,6), respectivamente; p=0,062], y fue significativamente más elevada en 

los casos de EMPP [38,2 ng/ml (26,7 - 49,8); p=0,014]. Sin embargo, no se halló correlación con 

la CHI3L1LCR (r=0,150; p=0,162) y no fue asociada tampoco a la presencia de actividad 

inflamatoria (p=0,1), lesiones captantes de gadolinio (p=0,397) o puntuación en la EDSS en el 

momento de la PL (p=0,188). 
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4.2.1. Niveles de CHI3L1LCR en diferentes enfermedades desmielinizantes 

En los pacientes de NMO seropositivos (AQP4+) la característica más destacada, además de los 

elevados niveles de NfLLCR (Figura 12A), fue la elevada concentración de CHI3L1 en formas 

activas, dos veces mayor que la hallada en EM, y significativamente diferente tras realizar 

ajustes de género, edad y duración de la enfermedad (p < 0,001) (Figura 12B). Sin embargo, en 

remisión, los niveles fueron bajos y no se hallaron diferencias significativas con los pacientes 

de EM y EAD (Figura 12B).  

Un ataque monofásico en EAD, una enfermedad inflamatoria de corta duración, viene 

seguido por una eliminación de la inflamación, algo de pérdida axonal perivascular, gliosis 

astrocítica y remielinización de los axones desmielinizados restantes. En nuestro estudio, los 

niveles extremadamente altos de NfLLCR (Figura 12A) reflejaron el extenso daño axonal en la 

fase aguda de la EAD que se asoció a una peor puntuación en la EDSS (r=0,622; p=0.031). Del 

mismo modo, los niveles de CHI3L1LCR reflejaron una actividad inflamatoria intensa en las 

primeras etapas de la enfermedad que se normaliza en etapas posteriores sin actividad o 

remisión (Figura 12B). Se obtuvo una correlación negativa entre los niveles de CHI3L1 LCR en 

EAD y el tiempo del ataque clínico (r=-0,649; p=0,012).  

En los pacientes de EM analizados, el incremento de los niveles de CHI3L1LCR en fases 

activas no fue tan acusado como en los casos de NMO y EAD (Figura 12B). Al analizar las 

formas de EMP y EMRR por separado, se observó que los niveles de CHI3L1LCR fueron mayores 

en las formas progresivas, tanto en actividad como en remisión (Figura 12C). En ausencia de 

actividad inflamatoria, exclusivamente los casos de EMP mantuvieron los niveles elevados de 

CHI3L1LCR, aunque el tamaño muestral analizado para NMO y EAD no fue suficiente para 

obtener diferencias significativas (Figura 12D). 

4.2.2. Correlación clínico-patológica de la expresión de CHI3L1 en muestras de EM y 

enfermedades desmielinizantes no progresivas 

Expresión de CHI3L1 en muestras de EM 

La expresión global de CHI3L1 en las lesiones de EM determinada por DO siguió el patrón de 

liberación de CHI3L1 al LCR que se ha descrito anteriormente en este trabajo. Los cerebros con 

EM manifestaron una expresión mayor comparados con los controles, tanto en SBAN (Figura 

13A-C) como en cortex (Figura 13D-F).  La expresión fue más acusada en EM temprana (EM 
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aguda) (Figura 13), pero también fue muy prominente en formas progresivas de EM (Figura 

15).  

 

Figura 12. Niveles de NfLLCR y CHI3L1LCR en EM, NMO y EAD atendiendo a la presencia de 
actividad de la enfermedad. A. Los niveles de NfL en el LCR fueron significativamente mayores en 
el contexto de actividad de la enfermedad solo en EM. En remisión, los niveles de NfL en EAD 

fueron significativamente mayores que en EM y NMO. B. Los niveles de CHI3L1LCR fueron mayores 
en EM, NMO y EAD durante la presencia de actividad, siendo mayores en NMO y EAD comparados 
con EM. Los niveles de CHI3L1 en EAD fueron significativamente mayores respecto a la fase de 
remisión. C. Los niveles de CHI3L1 fueron significativamente mayores en EMP independientemente 
de la actividad. D. Los pacientes con EMP presentaron una tendencia a presentar mayores niveles 
de CHI3L1 que los pacientes con NMO y EAD en remisión. La mediana de los niveles de NfL y 
CHI3L1 en EMRR fuera de brote aparece representada como una línea roja de referencia. Se 
consideró un p-valor < 0,05 como estadísticamente significativo.  
 
NfL: Cadena ligera de neurofilamento; CHI3L1: Chitinase 3-like 1; EM: Esclerosis múltiple; EMP: Esclerosis 
múltiple progresiva; EMRR: Esclerosis múltiple remitente-recurrente; NMO: Neuromielitis óptica; EAD: 
Encefalomielitis aguda diseminada. 

 

La expresión más elevada de CHI3L1 se detectó en lesiones activas y en SBAN de formas 

agudas (Figura 13B, I; Figura 14A), pero también se registró una expresión notable en lesiones 

activas crónicas y SEL de los especímenes de casos con EM progresiva (Figura 14A, Figura 15J-

L). 
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Expresión diferencial de CHI3L1 en distintos tipos celulares 

Un análisis más detallado mostró que la CHI3L1 se expresaba principalmente en dos tipos 

celulares diferentes, los macrófagos/microglía y los astrocitos (Figura 13J-O). La expresión en 

células CD68 positivas (macrófagos/microglía) fue hallada principalmente en estadios 

tempranos de actividad de lesión (Figura 13H-I). Las células positivas para Iba1 y CHI3L1 fueron 

mayoritariamente células redondeadas, mientras que el hallazgo de esta colocalización en 

microglía ramificada fue infrecuente. 

En estadios más tardíos de lesiones activas (lesiones crónicas activas), en SEL y en 

SBAN o SGAN, predominó la expresión de CHI3L1 en astrocitos. En el caso de SBAN y SGAN, la 

CHI3L1 se expresó de forma difusa (Figura 13B,C,E,F), mientras que en el caso de las lesiones 

crónicas activas, incluidas las SEL, el marcaje de CHI3L1 en astrocitos se halló principalmente 

en la periferia de las lesiones, formando una especie de borde activo (Figura 15J-L). Sin 

embargo, en las lesiones inactivas apenas se encontró expresión de CHI3L1 (Figura 15 O,R). 

No se encontró colocalización entre CHI3L1 y marcadores de oligodendrocitos (TPPP). 

Sin embargo, sí se observó marcaje de CHI3L1 en algunas neuronas, pero se consideró como 

un marcaje inespecífico secundario a daño del tejido durante la licuefacción postmortem, la 

fijación y el procesamiento histológico, tras comprobar que las mismas células captaban IgG 

biotinilada.  

Relación entre  CHI3L1 y la inflamación circundante 

Atendiendo a la asociación de las células CHI3L1 positivas con los infiltrados inflamatorios en 

lesiones activas tardías, sus números correlacionaron significativamente con la densidad de 

macrófagos/microglía CD68 positivos (r=0,626; p < 0,001) (Figura 14E). Sin embargo, aunque 

se halló una leve correlación entre la densidad de células CD68 positivas y la infiltración 

linfocitaria en el tejido (Figura 14F), no se halló asociación entre la densidad de CD68 y la 

inflamación meníngea (p=0,621) y tampoco entre las células CHI3L1 positivas y los agregados 

de linfocitos en la SBAN (p=0,116) o en meninges (p=0,627). La distancia entre las áreas 

seleccionadas para los recuentos celulares y los folículos meníngeos no correlacionó con los 

valores de densidad de CD68 y CHI3L1 obtenidos (r=0.158; p=0.300) y lo mismo ocurrió en el 

caso de la distancia con los infiltrados perivasculares de la SBAN (r=-0,044; p=0.768).  
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Figura 13. Distribución de CHI3L1 en cerebro de controles, EMA y EMRR. A-I. Tinciones 
realizadas sobre cortes de cerebro de controles y EM. A-C. SBAN. La expresión de CHI3L1 no fue 
hallada en SBN en controles (A), pero si apareció de forma difusa en la SBAN de EMA (B) y 
EMRR (C). D-F. Cortex. De forma similar, los controles no presentaron CHI3L1 en el cortex (D), 
mientras que ésta fue débil en el cortex de EMA (E) e indetectable en el cortex de EMRR (F). G-
I. Lesión activa. Lesión temprana de sustancia blanca en EMA, desmielinizada (tinción klüber 
barrera) (G), con infiltrados perivenulares de células CD68+ (H). Dentro de la lesión, la 
expresión de CHI3L1 fue intensa (I), con células redondeadas en el centro, microglía, y un borde 
activo de células ramificadas correspondientes a astrocitos (detalle en I). J-O. 
Inmunofluorescencia de marcadores de astrocitos y microglía. La CHI3L1 fue coexpresada con 
marcadores de astrocitos (GFAP) (J-L) y de microglía (IBA1) (M-O).  
Escalas: 50 µm (A-F), 200 µm (G-I), 20 µm (detalle en I), 10 µm (J-O). 
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SBAN: Sustancia blanca de apariencia normal; CTRL: Control; CHI3L1: Chitinase 3-like-1; EMA: Esclerosis 
múltiple aguda; EMRR: Esclerosis múltiple remitente-recurrente; GFAP: Proteína acida fibrilar glial; Iba1: 
Molécula adaptadora de unión a calcio ionizada 1, marcador de microglia; KB: Klüber barrera. 
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Figura 14. Expresión de CHI3L1 en diferentes regiones y estadios de Esclerosis múltiple y su relación 
con la respuesta inmune. A. Cuantificación de la expresión de CHI3L1 mediante DO en diferentes áreas 
en todos los fenotipos de EM y controles. B. Expresión cualitativa de CHI3L1 en microglía y astrocitos en 
las regiones analizadas de EMA, EMP y controles. 0: ausencia de células CHI3L1 positivas; +/-: <10 
células/campo; +: 10-20 células/campo; ++: 20-50 células/campo; +++: >50 células/campo. C. Densidad 
de células CHI3L1 positivas atendiendo al área y tipo de lesión. D. Densidad de células CD68 positivas 
atendiendo al área y tipo de lesión. E. Correlación positiva entre el número de células CHI3L1 positivas y 
CD68 positivas en todas las regiones analizadas. F. Correlación positiva entre el número de infiltrados 
perivasculares y la densidad de células CD68 positivas. La densidad de CHI3L1 no presentó correlación 
con la inflamación (no mostrado).  
Densidad de CHI3L1: LA córtex vs LI córtex (p=0,053), LA SB vs LI SB (p=0,083), SEL borde vs SEL centro 
(p=0,053). Densidad de CD68: LA córtex vs LI córtex (p=0,000), LA SB vs LI SB (p=0,083), SEL borde vs SEL 
centro (p=0,053). 
 
CHI3L1: chitinase 3-like 1; EMA: Esclerosis múltiple aguda; EMP: Esclerosis múltiple progresiva, EMRR: Esclerosis 
múltiple remitente-recurrente; EMPP: Esclerosis múltiple primaria progresiva; EMSP: Esclerosis múltiple secundaria 
progresiva; LA: lesión activa; LI: lesión inactiva; SB: sustancia blanca; SBAN: sustancia blanca de apariencia normal; 
SEL: lesión de expansión lenta. 

 
 

Asociación de CHI3L1 y neurodegeneración 

Los niveles de NfLLCR pueden detectarse a nivel patológico como daño agudo neuronal y axonal 

que se manifiesta con acumulación de la proteína precursora amiloide (APP) en axones y 

neuronas distróficas. Esto correlaciona con los datos observados de liberación de NfL al LCR.  

En los casos de EMA y EMRR, se observó la acumulación de esferoides APP positivos en 

lesiones activas, coexistiendo con células CHI3L1 positivas (Figura 13I, detalle del lado 

izquierdo). En las formas de EMP, se halló el marcaje de APP en el borde de las lesiones activas 

de la SB, en lesiones crónicas activas y SEL (Figura 15G-I) con una estrecha relación espacial 

con la presencia de CHI3L1.  

En el caso de EAD analizado, también se detectó el marcaje de APP a nivel perivascular, 

coexistiendo con las células CHI3L1 positivas (Figura 16K). 
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Figura 15. Distribución de la expresión de CHI3L1 en el cerebro de casos de EM progresiva. 
A-L. Imágenes de lesiones activas en EMP. Lesiones activas en Sustancia blanca (columna izquierda), 
córtex (columna central) y SEL (columna derecha). Todas las lesiones activas mostraron 
desmielinización extensiva manifestada como pérdida de reactividad a PLP (A-C), presencia de 
infiltrados inflamatorios de células CD68+ (D-F) y acumulación de APP en axones seccionados y 
esferoides como signo de neurodegeneración (G-I). La expresión de CHI3L1 fue menos difusa y más 
restringida al borde de expansión de las lesiones (J-L, flechas), y la mayoría de células fueron 
morfológicamente identificadas como astrocitos (ver detalles en J-L).  
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M-R. Lesiones inactivas en EMP. Las lesiones inactivas fueron caracterizadas por desmielinización y 
ausencia de células inflamatorias (células CD68+ o CHI3L1+), tanto en SB como en lesiones corticales 
(M-O y P-R, respectivamente). 
Escalas: 100 µm (A-L, P-R), 250 μm (M-O); 20 μm (detalles en J-L). 

CHI3L1: Chitinase 3-like 1; EMP: Esclerosis múltiple progresiva; SB: sustancia blanca; SEL: lesión de expansión 
lenta; PLP: proteína lipidica de mielina; APP: proteína precursora amiloide; v: vaso sanguíneo. 

 

Expresión de CHI3L1 en otras enfermedades desmielinizantes inflamatorias no 

progresivas 

En la muestra de NMO analizada, se estudiaron dos lesiones activas y una inactiva. Las 

tinciones de GFAP y AQP4 mostraron el centro de la lesión desprovisto de astrocitos (Figura 

16A,B).  

El centro activo se caracterizó por la presencia de células positivas para CHI3L1 y CD68, 

además de contar con una hilera de astrocitos hipertróficos en el borde de expansión de la 

lesión con co-expresión de CHI3L1 y GFAP (Figura 16D,E). Los astrocitos positivos para CHI3L1 

presentaron la característica de ser células engrandecidas que habían perdido sus expansiones, 

un proceso conocido como clasmatodendrosis (Figura 16E, detalle), que suele ir acompañado 

de una necrosis posterior. 

En el centro inactivo, y tanto en la sustancia blanca como en la gris de apariencia 

normal, no se hallaron astrocitos positivos para CHI3L1. Sin embargo, en algunas lesiones 

inactivas, la CHI3L1 permaneció en el espacio extracelular (Figura 16H), lo que podría ser 

explicado por una liberación masiva de esta proteína desde los astrocitos necróticos hacia el 

medio extracelular. 

En el caso de EAD analizado, la liberación temprana de CHI3L1 en el LCR aparentemente 

provino de la infiltración perivascular de microglía activada en las lesiones activas, en la SBAN 

o en la SGAN (Figura16I-J), ya que no se encontraron astrocitos que expresaran CHI3L1. 
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Figura 16. Expresión de CHI3L1 en NMO y EAD. A-H. NMO. A-B. Las lesiones activas en NMO son 
deficientes en GFAP (A) y AQP4 (B) reflejando que existe daño astrocitario. C-E. Borde activo de 
lesión. C. La pérdida de PLP en el borde activo de la lesión se debe a la presencia de desmielinización. 
D. Presencia de infiltrados de células CD68+ en el borde activo. E. Presencia de CHI3L1+ en el borde 
activo. Todos los astrocitos CHI3L1+ presentaron morfología típica de procesos necróticos, proceso 
conocido como clasmatodendrosis (detalle en E). F-H. Centro inactivo de la lesión. En el centro 
inactivo de la lesión, la desmielinización se manifiesta con ausencia de células inflamatorias y 
presencia de restos de CHI3L1 en el medio extracelular (ver asterisco en H). EAD. I-K. En el caso de 
EAD analizado, las células CHI3L1+ se concentran a nivel perivascular (J), coexistiendo con microglía 
activada (I) y signos de neurodegeneración (K). 
Escalas: 250 µm (A, B); 100 µm (C-J); 10 µm (detalle en E, K). 

CHI3L1: Chitinase 3-like 1; NMO: Neuromielitis optica; EAD: Encefalomielitis aguda diseminada; GFAP: Proteína 
ácida fibrilar glial; AQP4: Aquaporina de tipo 4; PLP: Proteína lipídica de mielina; APP: Proteína precursora 
amiloide. 
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En este trabajo, combinando datos clínicos y patológicos, se muestra que los biomarcadores 

CHI3L1 y NfL son liberados al LCR en EM y en otras enfermedades desmielinizantes (NMO y 

EAD) en el contexto de inflamación aguda, pero la CHI3L1, además, se eleva en formas 

progresivas de EM tanto en inflamación como en remisión. Proponemos, por tanto, que la 

medición combinada de NfLLCR y CHI3L1LCR en un momento puntual de la evolución de la 

enfermedad podría ser una herramienta de utilidad en la clasificación de los pacientes con EM 

en distintas formas clínicas, e incluso en el diagnóstico de la progresión subclínica. La 

normalización de CHI3L1 en enfermedades desmielinizantes en remisión, pero no en la EMP, 

sugiere que la CHI3L1 podría estar relacionada no solo con la inflamación aguda, sino también 

con la inflamación crónica responsable de la progresión en EM. En este sentido, en el estudio 

patológico en muestras de pacientes con EM en distintos estadios de la enfermedad se 

encontró que la expresión de CHI3L1 en células del SI innato del SNC (tanto 

macrófagos/microglía como en astrocitos) se asociaba a daño axonal local y, concretamente en 

astrocitos, formaba parte del frente de desmielinización de lesiones crónicas en formas 

progresivas de la enfermedad. 

Valores de CHI3L1 en EM y relación con actividad inflamatoria 

Los niveles de CHI3L1LCR en EM fueron mayores que en controles sin EM, como otros autores 

habían reportado anteriormente (Burman et al., 2016; Mane-Martinez et al., 2016). Además, 

los niveles medios de CHI3L1LCR no aumentaron con la presencia de actividad inflamatoria 

(determinada como brote clínico y/o actividad radiológica), dato que había sido descrito 

previamente en otros trabajos (Canto et al., 2012).  

Pese a la fuerte correlación entre CHI3L1 y NfL, los valores de NfLLCR, considerado como 

marcador subrogado de actividad inflamatoria en EM (Teunissen et al., 2005), sí que fueron 

significativamente más elevados en casos de brote o actividad radiológica. Esta correlación 

podría ser explicada porque algunos pacientes de EMRR con actividad inflamatoria y niveles 

muy elevados de NfLLCR presentaron valores atípicamente elevados de CHI3L1. Aunque los 

valores de ambos biomarcadores no correlacionaron con la carga lesional en secuencias 

T2/FLAIR y la correlación con la actividad radiológica (lesiones Gd+) fue moderada, la CHI3L1 se 

mostró elevada en pacientes con brotes clínicos caracterizados por numerosas lesiones Gd+. 

La presencia de BOC-IgM también correlacionó con NfL y CHI3L1, apoyando la relación de 

ambos biomarcadores con los pacientes más “inflamatorios”. 
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En el estudio patológico, las lesiones activas en EM presentaron expresión 

generalizada de CHI3L1 por macrófagos/microglía y astrocitos, como otros autores habían 

indicado (Bonneh-Barkay et al., 2010; Canto et al., 2015). Sin embargo, en el LCR, los niveles 

medios de CHI3L1 no fueron significativamente diferentes en el contexto de actividad 

inflamatoria, sino que fueron más elevados en formas progresivas de la enfermedad. Por ello, 

la concentración en el LCR debía depender no solo de su producción local en la lesión, sino que 

había que tener en cuenta otros factores. 

Por un lado, un factor importante a la hora de determinar la concentración de una 

proteína en el SNC y en el LCR es su habilidad para difundir al espacio extracelular del cerebro 

y de la médula espinal. Una explicación probable podría ser la compartimentalización del 

cerebro y las estrechas barreras existentes entre cerebro-LCR y LCR-barreras piales, como ya se 

había sugerido (Burman et al., 2016). De hecho, los niveles más elevados de CHI3L1LCR se 

correspondieron con pacientes con actividad radiológica intensa con predominancia de 

lesiones periventriculares o corticales y yuxtacorticales. Adicionalmente, la tasa de difusión de 

una proteína al espacio extracelular del cerebro también puede verse influenciada por su 

tamaño y carga molecular. Aunque los pesos moleculares de NfL y CHI3L1 son similares, existe 

una diferencia notable en la carga molecular. La CHI3L1 es una proteína altamente catiónica 

(Iershov et al., 2010) que podría unirse a la superficie aniónica de los astrocitos dentro del 

espacio extracelular del cerebro, restringiendo su difusión por el SNC, como ocurre con otras 

proteínas catiónicas (Vass et al., 1984), explicando la secreción diferencial de NfL y CHI3L1 al 

LCR, e incluso al suero, en el caso de inflamación aguda. 

Valores de CHI3L1 en EM y relación con progresión clínica de la discapacidad: 

uso combinado de CHI3L1 y NfL para determinar el fenotipo clínico 

Estudios recientes en pacientes con SCA/EMRR no encontraron una evidencia del valor de 

CHI3L1LCR y NfLLCR en el pronóstico de la progresión (Sellebjerg et al., 2019). En nuestro trabajo, 

en el análisis bivariado, se halló que los niveles de NfLLCR podrían ser de utilidad para predecir 

un aumento de discapacidad y pronosticar el estadio progresivo de la EM, pero el análisis 

multivariado no lo confirmó como un factor predictor independiente. Sin embargo, la 

CHI3L1LCR fue capaz de predecir un incremento de 1 punto en la EDSS y pronosticar el 

diagnóstico de la forma progresiva durante el seguimiento de los pacientes. Cabe destacar que 

el tiempo medio de conversión a la forma de EMSP es normalmente mayor a 10 años, tal y 

como se describe en estudios de historia natural (Koch et al., 2010). En nuestro estudio se 
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seleccionaron pacientes de EM con distintas formas clínicas y a diferentes tiempos del inicio de 

la enfermedad, con duración de hasta 19 años, mientras que la cohorte analizada por 

Sellebjerg et al. incluyó solamente pacientes de diagnóstico reciente y con un seguimiento 

medio de 5,7 años, lo que podría explicar que no encontrasen una correlación entre CHI3L1 y 

progresión.  

Dado que se determinaron los valores de NfL y CHI3L1 en todos los pacientes, se 

decidió analizarlos conjuntamente y de forma individualizada, comparando el perfil de 

concentración con el fenotipo de EM. Los valores más elevados de NfLLCR correspondieron más 

frecuentemente a pacientes con actividad (la mayoría en el grupo de EMRR), susceptibles de 

responder a los TME actuales, mientras que los valores más altos de CHI3L1LCR se asociaron a 

EM progresiva (elevación más evidente en EMPP). Durante el seguimiento, 11 de un total de 

14 pacientes de EMRR fueron diagnosticados como EMSP y presentaron niveles elevados de 

ambos biomarcadores en la PL. Así pues, la presencia de niveles elevados de CHI3L1LCR y NfLLCR 

era capaz de predecir (o diagnosticar) el cambio a EMSP. De este modo, usando la medición 

combinada de NfL y CHI3L1 se podría obtener información pronóstica a partir de una única 

punción, y en cualquier momento desde el inicio de la enfermedad. Esta asociación de ambos 

parámetros no había sido analizada en trabajos previos. 

A pesar de la ventaja que supondría el uso clínico de esta combinación, la invasividad 

de la PL desaconseja su uso en la práctica clínica habitual, a no ser que se trate de un primer 

diagnóstico o una duda diagnóstica. Desafortunadamente, y a diferencia de lo que ocurre con 

el NfL en suero, la concentración de CHI3L1 en suero no correlacionó en nuestra cohorte con la 

del LCR. Esto podría explicarse porque la CHI3L1 no es específica del SNC y también es liberada 

a la sangre por células a nivel periférico (Yeo et al., 2019), pero además podría influir la 

difusión más restrictiva que presenta a través del espacio extracelular cerebral y a través de la 

BHE, como se ha comentado. A pesar de esto, los niveles de CHI3L1 en suero fueron mayores 

en pacientes con EMP, lo que sugiere un patrón diferente de liberación comparado con los 

casos de EMRR, que podría estar relacionado con la localización de las lesiones. Existen 

discrepancias entre autores en cuanto a la correlación entre los niveles de CHI3L1 en suero o 

plasma y la EMP (Canto et al., 2012; Hinsinger et al., 2015).  

El papel de la CHI3L1 en el diagnóstico de la EMP ha sido descrito por otros grupos, 

que intentan compensar su falta de especificidad con la medición simultánea de otros 

marcadores gliales como la GFAP, integrando todos los valores en un ratio, por lo que se apoya 
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la idea de que los mecanismos gliales puedan tener un papel en la patogenia de la progresión 

(Huss et al., 2020). 

Influencia de la edad en los niveles de CHI3L1 y NfL 

Es importante tener en cuenta la edad, a la hora de interpretar los valores de los 

biomarcadores. Aunque se ha descrito una elevación de NfL con la edad en controles y en EM 

(Disanto et al., 2017), en este trabajo no se halló está asociación. Esto podría deberse a la 

concurrencia de dos fenómenos opuestos: una mayor actividad de la enfermedad en sujetos 

jóvenes (Khademi et al., 2013) y la degeneración axonal debida a la edad o a comorbilidades 

neurológicas presentes en personas de mayor edad (Khalil et al., 2018). A raíz del subanálisis 

de este trabajo, se ha decidido utilizar valores de referencia de NfL de la cohorte de EM 

estudiada, estratificados por edad y en ausencia de actividad inflamatoria, y no datos de 

cohortes no EM. En casos de utilización del NfL en suero en el seguimiento de la enfermedad, 

incluso sería recomendable poseer un nivel basal del propio paciente para correlacionar sus 

fluctuaciones con los cambios clínicos. 

Los niveles de CHI3L1LCR, sin embargo, sí mostraron asociación con la edad en la 

cohorte de este estudio y en otros anteriores (Burman et al., 2016). Puesto que los pacientes 

con formas progresivas de la enfermedad suelen presentar edades más avanzadas que los 

casos de EMRR, cabría la posibilidad de que la elevación observada se debiera a la activación 

microglial asociada a la edad [revisado en (Norden and Godbout, 2013)]. Por ello, y aunque en 

el presente estudio la correlación de CHI3L1 con la edad fue débil, se ajustaron todos los 

análisis por edad. 

Expresión de CHI3L1 en cerebro de pacientes de EM y otras enfermedades 

desmielinizantes y potencial implicación de la CHI3L1 astrocitaria en la 

neurodegeneración 

En el caso de la NMO y la EAD, la CHI3L1 es liberada al LCR tras un ataque clínico o brote 

(Boesen et al., 2018; Correale and Fiol, 2011) y en este estudio sus niveles fueron 

significativamente más elevados que en EM en brote. A pesar de que en estas enfermedades, 

en lesiones activas, la CHI3L1 aparece presente en macrófagos y microglía activados, los 

niveles extremadamente elevados de CHI3L1LCR en NMO podrían ser explicados por la 

destrucción específica de astrocitos que caracteriza esta enfermedad. La CHI3L1 se expresó de 

forma notable en los astrocitos degenerativos presentes en el borde de lesiones activas y 
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también en el espacio extracelular del centro inactivo de la lesión. Un patrón similar fue 

descrito anteriormente con otras proteínas astrocitarias, como GFAP y S-100b que, del mismo 

modo, se liberaban al espacio extracelular tras la apoptosis de los astrocitos (Misu et al., 2013), 

resultando en niveles elevados en LCR durante la fase aguda de la enfermedad (Takano et al., 

2008).  

Por su parte, en la EAD, la CHI3L1 se expresó en macrófagos/microglía, pero no en astrocitos. 

Esto podría ser, en parte, debido a una inducción tardía de la expresión de esta proteína en los 

astrocitos (el paciente analizado falleció dos días después del brote) o bien porque el 

mecanismo patogénico responsable de la lesión inflamatoria podría ser diferente y mediado 

por otro tipo de células del SI.  

La comparación de los datos clínicos y anatomopatológicos de la EM con la NMO y la 

EAD, enfermedades que cursan con brotes (en la EAD, normalmente uno) sin actividad 

inflamatoria entre ellos, permite extraer conclusiones interesantes sobre la progresión clínica 

en la EM. Los niveles de CHI3L1LCR elevados por encima de la mediana en las formas de EMP 

sugieren una relación entre este biomarcador y la progresión de la discapacidad. Otra 

proteína, la GFAP, marcador panastrocitario, en suero y LCR, ha sido relacionada previamente 

con la progresión del daño en EM (Abdelhak et al., 2019, 2018). A diferencia de la expresión de 

GFAP, no todos los astrocitos del cerebro expresan CHI3L1, sino los astrocitos reactivos de las 

lesiones inflamatorias activas. Es probable que un incremento de GFAP en LCR o sangre refleje 

un daño en la sustancia blanca, pero la CHI3L1, que también se expresa en 

macrófagos/microglía, parece un marcador más específico de neuroinflamación, con potencial 

implicación en la patogenia de la progresión. Por lo tanto, no es un marcador completamente 

sustituible por GFAP. A diferencia de lo que podría haberse esperado, la presencia de un borde 

activo de astrocitos CHI3L1+ en las lesiones crónicas activas no se correlacionó con los 

infiltrados linfocíticos en la SBAN o en los folículos meníngeos próximos a las lesiones. Esto nos 

sugiere que la CHI3L1 en los casos de EMP podría estar ligada a la activación de una inmunidad 

innata originando una inflamación de grado leve, pero perpetuada en el tiempo. En esta 

misma línea, un estudio observó que la acumulación de linfocitos B intratecales, reflejo de la 

activación de la inmunidad adaptativa, no correlacionó con los niveles de CHI3L1 en el LCR 

(Engel et al., 2019).  

Todavía es una cuestión en debate si la expresión de CHI3L1 juega un papel protector o 

patogénico en la enfermedad. Aunque la expresión de CHI3L1 implica un peor pronóstico en 

varios cánceres y en procesos inflamatorios crónicos fuera del sistema nervioso, hay trabajos 
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que apuntan al papel anti-inflamatorio de la CHI3L1 (Im et al., 2020). Asimismo, en el modelo 

de EM de ratón, la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), la eliminación del gen de 

la CHI3L1 exacerbaba la desmielinización y el daño neuronal (Bonneh-Barkay et al., 2012b). Del 

mismo modo, los ratones con deleción del gen de la CHI3L1 presentaban astrogliosis extensiva 

y un estado proinflamatorio persistente, sugiriendo una desregulación inmune en ausencia de 

esta proteína (Wiley et al., 2015).  

No obstante, otros autores defienden un papel patogénico de la CHI3L1 y su 

implicación en perpetuar la inflamación o causar daño neuronal. Los niveles de NfLLCR en 

formas de EMP inactivas son más bajos que en formas activas, pero continúan siendo más 

elevados que en controles, lo que refleja que existe un estado de neurodegeneración 

continuada. Existen estudios recientes in vitro con cultivos neuronales que reflejan que la 

CHI3L1 puede inducir daño citotóxico a través de un mecanismo desconocido (Huang et al., 

2014; Matute-Blanch et al., 2020). Además, en otras enfermedades neurodegenerativas como 

el Alzheimer, los niveles de CHI3L1LCR aumentan en relación a peor pronóstico (Baldacci et al., 

2017; Craig-Schapiro et al., 2010; Muszynski et al., 2017) y en la ELA, los niveles elevados 

implican un curso más acelerado de la enfermedad (Andres-Benito et al., 2018). En Alzheimer, 

la CHI3L1 es expresada por una subpoblación de astrocitos en la periferia de los depósitos de 

beta-amiloide (Craig-Schapiro et al., 2010; Llorens et al., 2017; Querol-Vilaseca et al., 2017) y, 

del mismo modo, en los casos de ELA aparece restringida a un tipo de astrocitos reactivos 

situados predominantemente en la sustancia blanca de la corteza motora y de la médula 

espinal (Vu et al., 2020). Recientemente, se ha descrito que los astrocitos podrían tener un 

efecto neurotóxico y gliotóxico en lesiones de EM agudas y crónicas (Liddelow et al., 2017). 

Con este contexto, mostramos que la tinción de APP está temporalmente y espacialmente 

relacionada con la CHI3L1 en todas las lesiones de EM, incluidas las lesiones crónicas corticales, 

por lo que la hipótesis de que los astrocitos que expresan CHI3L1 podrían jugar un papel 

directo en la neurodegeneración es factible. 

Este estudio presenta varias limitaciones. Dada la naturaleza retrospectiva del estudio, 

se deben interpretar los resultados cautelosamente y las conclusiones se deben confirmar con 

un análisis prospectivo de cohortes de larga duración. Sin embargo, se debe resaltar que todos 

los pacientes tuvieron medición de niveles de CHI3L1LCR y NfLLCR, análisis de BOC-IgM, RM y 

medida de discapacidad, con un seguimiento medio de 4,2 años.  

Atendiendo al objetivo 1, el número de pacientes que progresaron durante el estudio 

fue bajo y el LCR fue recogido a diferentes tiempos desde el inicio de la enfermedad. Por ello, 
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no se puede concluir de forma precisa si esta combinación de biomarcadores podría informar 

de la probabilidad de conversión o si detectaría progresión subclínica. A pesar de esto, el 

estudio se ve apoyado por largos seguimientos de estos pacientes (hasta 19 años en algún 

caso). Por otro lado, el hecho de medir biomarcadores en LCR supone una desventaja debido a 

la naturaleza invasiva de la extracción mediante PL y la imposibilidad de realizar estudios 

longitudinales. No obstante, hay que considerar que los niveles de CHI3L1 en suero pueden 

verse afectados por otras patologías fuera del SNC. En el caso del NfL en suero, en la 

actualidad, existen tecnologías que permiten detectarlo y, por lo tanto, realizar múltiple 

medidas durante el seguimiento de los pacientes (Barro et al., 2018).  

Por otro lado, en el objetivo 2, la parte del estudio de CHI3L1LCR se acompañó de datos 

completos clínicos, radiológicos y bioquímicos. Se reunió una muestra amplia de casos de EM, 

de los diferentes subtipos, así como de algunos casos de NMO y EAD, considerando que estas 

patologías son menos frecuentes y es más difícil reunir un mayor número de muestras. Para el 

estudio histopatológico tuvimos la posibilidad de colaborar con el Profesor Hans Lassmann, 

miembro activo hasta hace pocos meses del Center for Brain Research en Viena. Su laboratorio 

posee un amplio biobanco de muestras de cerebro de EM procedentes de autopsias. Sin 

embargo, las muestras solo constituyen la “punta del iceberg” ya que son casos de EM 

catastrófica que realmente no refleja el fenotipo de EMRR. Solo contamos con un caso de 

EMRR típico, dada la afortunada baja mortalidad de estos pacientes. Además, en la 

comparación de la histopatología de la EM con otras enfermedades desmielinizantes, solo se 

analizó un único caso de NMO y otro de EAD, cuyas muestras también son valiosas dada su 

escasez.  

En el caso del estudio de los tipos celulares que expresan CHI3L1, solamente se ha 

analizado por inmunohistoquímica e inmunofluorescencia la colocalización de esta proteína 

con marcadores típicos de neuronas, astrocitos, microglía y oligodendrocitos. No se ha 

analizado la expresión de la proteína a nivel de ARN mediante hibridación in situ, aunque otros 

autores ya habían demostrado su expresión activa en astrocitos y microglía (Bonneh-Barkay et 

al., 2012a, 2010, 2008). A pesar de hallar marcaje positivo de CHI3L1 en neuronas, fue 

considerado como inespecífico por la coincidencia con el marcaje de IgG, asumiendo que las 

neuronas dañadas aumentaban la permeabilidad de su membrana e incorporaban material 

extracelular abundante. Sin embargo, anteriormente otros autores han citado la expresión de 

CHI3L1 en neuronas con posible papel patogénico (Long et al., 2016), por lo que no podemos 

descartar su capacidad de expresarla. 
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Asimismo, hemos asumido que la microglía expresa CHI3L1 en estadios tempranos de 

la inflamación mientras que su expresión en astrocitos indicaría la activación de la inmunidad 

innata y de una neurodegeneración progresiva sostenida en el tiempo, pero sería necesario un 

estudio temporal en un modelo animal de EM que lo demuestre. 

 Como conclusión, este trabajo muestra que la medida individual de los niveles de 

NfLLCR y CHI3L1LCR aporta información sobre la actividad y la progresión en la EM, 

respectivamente, pero que la combinación de ambas medidas es de mayor utilidad para 

diferenciar fenotipos clínicos, así como para diagnosticar aquellos pacientes con EMRR que van 

a progresar clínicamente. Planteamos la hipótesis de que la CHI3L1 podría estar presente 

desde el inicio de la EM, probablemente expresada por células del SI en respuesta a 

determinadas citoquinas del SI adaptativo. Sin embargo, la persistencia de la expresión de 

CHI3L1 en las formas progresivas podría independizarse de este tipo de inmunidad. La 

expresión de CHI3L1 en macrófagos/microglía parece tener un papel en la inflamación aguda 

en etapas tempranas de la enfermedad, mientras que la expresión en astrocitos podría estar 

relacionada con el avance de la desmielinización y la neurodegeneración. La investigación 

prospectiva de este biomarcador podría ayudar a aclarar su relación con la progresión y la 

neurodegeneración. 
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Con los resultados obtenidos podemos concluir que: 

1. La cadena ligera de neurofilamento (NfL) es un biomarcador de 

neurodegeneración que aumenta debido a actividad inflamatoria en pacientes con 

EM.  

2. La Chitinase 3-like 1 (CHI3L1) en EM es un marcador de daño tisular más global y 

en un contexto de inflamación sostenida.   

3. La combinación de los niveles de CHI3L1 y NfL en LCR permite discriminar 

fenotipos clínicos y tiene valor pronóstico en la EM: niveles elevados de ambos 

biomarcadores en pacientes con EMRR indican una mayor probabilidad de 

conversión a forma progresiva. 

4. Los niveles de CHI3L1 en LCR incrementan en el contexto de brote clínico en EAD y 

NMO, mientras que en los pacientes de EM esto ocurre si hay gran actividad 

radiológica asociada a brote. 

5. Los niveles de CHI3L1 en LCR y suero son elevados en formas progresivas de EM, 

independientemente de la actividad inflamatoria, mientras que en NMO y EAD sus 

niveles fuera de brote son comparables a los de los controles. 

6. Existen dos poblaciones celulares que expresan CHI3L1 en casos de EM. Durante la 

inflamación aguda, la CHI3L1 predomina en macrófagos/microglía y podría tener 

un papel en la inflamación en estadios tempranos de la enfermedad, mientras que 

en lesiones crónicas destaca su expresión por astrocitos que podría estar implicada 

en la progresión de la desmielinización y neurodegeneración, como demuestra su 

co-existencia con la proteína precursora amiloide (APP).   

7. La expresión de CHI3L1 puede estar presente desde el inicio de la EM, en células 

del sistema inmune innato, pero su persistencia es independiente de los infiltrados 

inflamatorios de linfocitos en meninges o parénquima (inmunidad adaptativa). 

8. En resumen, nuestro trabajo sugiere que la CHI3L1 en LCR en EM, en contraste con 

lo que ocurre en NMO y EAD, podría informar sobre el daño inflamatorio sostenido 

que se produce en la EM progresiva. Como causa o efecto de este daño, la CHI3L1 

es expresada por una subpoblación específica de astrocitos en el borde de la lesión 

íntimamente ligados a la neurodegeneración presente de forma independiente a 

brotes. 
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CUANTIFICACIÓN DE LA CADENA LIGERA DE NEUROFILAMENTO MEDIANTE ELISA 

(Kit comercial: IBL International, UD51001) 

1. Dejar todos los reactivos atemperarse a temperatura ambiente y descongelar las 

muestras. 

2. Preparar el tampón de lavado. 

40 ml del Wash buffer concentrate + 360 ml H2Od 

3. Diluir las muestras de LCR 1/2 en diluyente de muestras:  

105 µl LCR + 105 µl diluyente 

4. Preparar las diluciones de la curva patrón: 

 

 Concentración 
(pg/ml) 

Diluyente de muestras 
(µl) 

(µl) 

TUBO 1 10000 
Reconstituir stock con H2Od según etiqueta 

del vial 

TUBO 2 5000 300 300 (1) 

TUBO 3 2500 300 300 (2) 

TUBO 4 1000 360 240 (3) 

TUBO 5 500 300 300 (4) 

TUBO 6 100 240 60 (5) 

TUBO 7 0 300 - 

 

5. Lavar los pocillos con el tampón de lavado (3x300 µl). Retirar golpeando la placa en papel 

absorbente. 

6. Añadir 100 µl de muestra, curva patrón o control por pocillo, con 2 duplicados. Cubrir con 

tira adhesiva e incubar 1 hora a temperatura ambiente con agitación a 800 rpm. 

7. Lavar los pocillos con el tampón de lavado (3x300 µl). Retirar golpeando la placa en papel 

absorbente. 

8. Añadir 100 µl de Ac marcado diluido a cada pocillo. Cubrir con tira e incubar 45 minutos a 

temperatura ambiente con agitación a 800 rpm. 

o Preparación de Anticuerpo TRAC (50x):  

200 µl de TRAC + 9800 µl diluyente de muestras 

9. Lavar los pocillos con el tampón de lavado (3x300 µl). Retirar golpeando la placa en papel 

absorbente.  



PROTOCOLOS 

130 
 

10. Añadir 100 µl del conjugado a cada pocillo. Cubrir con tira e incubar 30 minutos a 

temperatura ambiente, con agitación a 800 rpm. Diluir CONDIL en diluyente de muestras 

según la concentración del vial, dejar a 1X. 

11. Lavar los pocillos con el tampón de lavado (3x300 µl). Retirar golpeando la placa en papel 

absorbente. 

12. Añadir 100 µl TMB a cada pocillo. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente con 

agitación a 800 rpm en oscuridad. 

13. Añadir 50 µl de STOP SOLUTION a cada pocillo. El color cambia de azul a amarillo. 

14. Medir ABSORBANCIA A 450 nm (en los 30 minutos después del stop). Longitud de onda 

de corrección a 620 o 650 nm.  

15. Crear una curva con software de transformación Marquardt de 4 parámetros disponible 

en www.myassays.com y obtener las concentraciones. Si se han efectuado diluciones, 

considerarlas en el análisis.  
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CUANTIFICACIÓN DE CHITINASE 3-LIKE 1 MEDIANTE ELISA 

(Kit comercial: R&D, DC3L10) 

 

1. Dejar todos los reactivos atemperarse a temperatura ambiente y descongelar las 

muestras. 

2. Preparar el tampón de lavado: 

20 ml del Wash buffer concentrate + 480 ml H2Od 

3. Preparar el diluyente calibrador 1:5: 

20 ml del calibrador concentrado + 80 ml H2Od 

4. Diluir las muestras de LCR 1:200 en diluyente calibrador (si es suero, diluir 1:50) 

5. Preparar las diluciones del patrón: 

Reconstituir el estándar con H2Od dando un stock de 40000 pg/ml. Mínimo 15 minutos de 

balanceo para que se diluya. 

 

 Concentración 
(pg/ml) 

Diluyente  
calibrador (µl) 

Volumen (µl) 

TUBO 1 4000 900 100 (stock) 

TUBO 2 2000 500 500 (1) 

TUBO 3 1000 500 500 (2) 

TUBO 4 500 500 500 (3) 

TUBO 5 250 500 500 (4) 

TUBO 6 125 500 500 (5) 

TUBO 7 62,5 500 500 (6) 

TUBO 8 0 1 ml - 

 

6. Añadir 100 µl de diluyente de ensayo por pocillo. 

7. Añadir 50 µl de muestra, curva patrón o control por pocillo, con duplicados. Cubrir con 

tira adhesiva e incubar 2 horas a temperatura ambiente con agitación suave. 

8. Lavar los pocillos con el tampón de lavado (4x300 µl). Retirar golpeando la placa en papel 

absorbente. 

9. Añadir 200 µl de Ac conjugado a cada pocillo. Cubrir con tira e incubar 2 horas a 

temperatura ambiente, con agitación suave. 

10. Lavar los pocillos con el tampón de lavado (4x300 µl). Retirar golpeando la placa en papel 

absorbente. 

11. Añadir 200 µl de sustrato a cada pocillo. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y en 

oscuridad. 

Mezclar sustrato: 10 ml A + 10 ml B 

12. Añadir 50 µl de STOP SOLUTION a cada pocillo. El color cambia de azul a amarillo. 
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13. Medir ABSORBANCIA a 450 nm (en los 30 min después del stop). Longitud de onda de 

corrección a 540 o 570 nm.  

14. Crear una curva con software de transformación Marquardt de 4 parámetros disponible 

en www.myassays.com y obtener las concentraciones. Si se han efectuado diluciones, 

considerarlas en el análisis.  
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INMUNOHISTOQUÍMICA 

1. Desparafinar en xileno: 2 x 15 minutos 

2. Inmersión en alcohol 96% 2 veces 

3. Bloquear la peroxidasa endógena: 0,2% de H2O2 (30%) en metanol  30 minutos 

4. Inmersión en segunda cubeta con etanol 96% 

5. Rehidratar los cortes a través de un gradiente de alcoholes: 70%  50 %  H2Od 

6. Desenmascaramiento antigénico (si procede)  

7. Lavar con TBS 5 veces 

8. Bloquear uniones inespecíficas con tampón de bloqueo (10% FCS o HS en DAKO buffer), 

15 minutos temperatura ambiente 

9. Diluir anticuerpo primario en tampón de bloqueo e incubar a 4ºC toda la noche 

10. Lavar con TBS 5 veces 

11. Diluir anticuerpo secundario biotinilado en tampón bloqueo e incubar la muestra 1 hora a 

temperatura ambiente. 

12. Lavar con TBS 5 veces 

13. Incubar con avidina peroxidasa diluida 1:500 (Jackson) en tampón bloqueo, 1 hora a 

temperatura ambiente 

14. Lavar con TBS 5 veces 

15. Revelado con DAB mirando al microscopio  

16. Parar la reacción cuando la señal sea suficientemente intensa con agua del grifo 

17. Contrateñir con hematoxilina durante 20 segundos y lavar con agua del grifo 

18. Diferenciar las muestras en solución de etanol y HCl (1 ml de HCl al 37% + 100 ml etanol 

70%) durante unos segundos. Incubar en solución de Scott 5 minutos y deshidratar las 

muestras en gradiente de alcoholes (50%-70%-96%-100%), incubar 10 minutos en xileno y 

montar con eukitt 

 

TODOS LOS PASOS DE INCUBACIÓN SE HACEN EN CÁMARA HÚMEDA, NO DEJAR SECAR LOS 

CORTES. 
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INMUNOFLUORESCENCIA DOBLE 

1. Desparafinar en xileno: 2 x 15 minutos 

2. Inmersión en alcohol 96% 2 veces 

3. Bloquear la peroxidasa endógena: 0,2% de H2O2 (30%) en metanol  30 minutos 

4. Inmersión en segunda cubeta con etanol 96% 

5. Rehidratar los cortes a través de un gradiente de alcoholes: 70%  50 %  H2Od 

6. Desenmascaramiento antigénico (si procede)  

7. Lavar con TBS 5 veces 

8. Bloquear uniones inespecíficas con DAKO diluent  20 minutos temperatura ambiente 

9. Diluir anticuerpo primario en DAKO diluent e incubar a 4ºC toda la noche 

10. Lavar con TBS 5 veces 

11. Diluir anticuerpo secundario en tampón bloqueo (FCS al 10%  en tampón DAKO) e 

incubar la muestra 1 hora a temperatura ambiente 

a. Se utiliza un anticuerpo secundario conjugado con biotina y otro anticuerpo 

secundario conjugado con un fluoróforo 

12. Lavar con TBS 5 veces 

13. Incubar con avidina conjugada con un fluoróforo, diluida en tampón bloqueo, 1 hora 

temperatura ambiente 

14. Lavar con TBS 5 veces 

15. Añadir TO-PRO 3 diluido 1:100 en PBS incubar 15 minutos  

16. Lavar 3 veces con PBS y 1 con agua destilada 

17. Montar con Gold antifade reagent  

 

TODOS LOS PASOS DE INCUBACIÓN SE HACEN EN CÁMARA HÚMEDA, NO DEJAR SECAR LOS 

CORTES. MANTENER CONDICIONES DE OSCURIDAD A PARTIR DE PONER LOS ANTICUERPOS 

SECUNDARIOS. 
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Tampón TBS 

TBS stock pH 7,5: 60,57g TRIS + 180g NaCl  + 400ml 1N HCl + 1L H2Od                     

TBS solución de trabajo: Diluir el stock 1:20 

 

H2O2/ Methanol 

Preparar fresco cada día y no usar más de dos veces. 150 ml metanol + 1 ml H2O2 (30%) 

 

Desenmascaramiento antigénico 

1) Tampón citrato pH 6: 2,1g acido cítrico + 1L de H2Od 

2) Tampón EDTA 

Solución stock 20x: 50ml H2Od + 1,21g TRIS (10 mM) + 0,37g EDTA (1 mM). Ajustar pH a 8,5 o 9 

según el material.  

Solución de trabajo: diluir 1:20 la solución de stock en H2Od 

 

Procedimiento: poner los cortes en una cubeta de plástico con el tampón EDTA o citrato e  

introducir en una vaporera durante 1 hora. Sacar la cubeta y dejar a temperatura ambiente al 

menos 20 minutos y lavar con TBS. 

 

Tampón de bloqueo  

FCS: suero de ternera fetal 

HS: suero de caballo 

DAKO buffer: solución comercial de Dako corporation, 10x (#S3006). Diluir 1:10 en H2Od 

Los anticuerpos y la solución de avidina se diluyen en 10% FCS en DAKO buffer. 

 

DAB 

- Solución de stock: 1g DAB (3,3´-Diaminobenzidine-tetrahydrochloride dihydrate) en 40ml de 

PBS. Hacer alícuotas de 1 ml y preservar a -20°C. 

- Solución de trabajo: 1ml del stock + 50ml PBS + 16,5µl H2O2 (30%), filtrar. 

- Procedimiento: poner los portaobjetos con el tejido en la solución de trabajo, ir mirando la 

señal bajo el microscopio y parar cuando sea suficientemente intensa. Suele llevar unos 15 

minutos.  

 

PBS 

- Solución de stock: tampón fosfato 0,2M pH 7,4 más NaCl 

13,8g de NaH2PO4  0,04M + 71,2g de NA2HPO4  0,16M + 2,5L H2Od +90g NaCl    
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  - Solución de trabajo: diluir 1:4 en H2Od                 

 

REACTIVOS: 

- Xileno (Panreac 211745.1611) 

- Etanol absoluto (Panreac 131086.1612) 

- H2O2 33% (Panreac 141077.1211) 

- Metanol (Panreac 131091.1611) 

- Avidina peroxidasa (Jackson 016-030-084) 

- Fetal calf serum  (Gibco, 16010167) 

- Horse serum (Vector S-2000) 

- DAB (Dako, K3468) 

- NaH2PO4 (Panreac 141965.1211) 

- Na2HPO4 (Panreac 141679.1211) 

- Ácido cítrico (Merck C3674) 

- Nacl (Panreac 131659.1211) 

- HCl 37% (Panreac 141020.1611) 

- TO-PRO 3-Ioide (MW 642-661) 

- Gold antifade reagent (Invitrogen, P36930) 
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TINCIÓN CON HEMATOXILINA 

1. Desparafinar / hidratar: 

- Xileno I 15 minutos 

- Xileno II 15 minutos 

- Etanol 100º 5 minutos 

- Etanol 96º 5 minutos 

- Etanol 70º 5 minutos 

- Etanol 50º 5 minutos 

- Agua destilada 5 minutos 

2. Hematoxilina de Mayer 10 minutos 

3. Lavar con agua destilada 1 minuto 

4. Diferenciar con etanol 70º + HCl 0,05% 10 segundos 

5. Lavar con agua destilada 30 segundos 

6. Inmersión en eosina 30 segundos  

 Solución de trabajo (250 ml):  

- 28 ml  de eosina al 2% en agua destilada  

- 3 ml de floxina al 2% en agua destilada 

- 218 ml etanol 96º 

- 1,25 ml ácido acético glacial 

7. Lavar con agua destilada 1 minuto 

8. Deshidratar en alcoholes crecientes: 

- Etanol 96º 1 minuto 

- Etanol 96º 5 minutos 

- Etanol 100º 5 minutos 

- Etanol 100º 5 minutos 

- Xileno I 10 minutos 

- Xileno II 10 minutos 

9. Montar con Eukitt. 

 

REACTIVOS: 

- Xileno (Panreac, 211769.1714) 

- Etanol absoluto (Panreac 131086.1612) 

- Hematoxilina de Mayer (Sigma, HHS16) 

- Floxina B (Merck, 15926) 
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- Eosina Y (Sigma, 861006) 

- Ácido acético glacial 100% (Merck, 1.00066.0250) 

- Eukitt (EEM, 5320) 
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TINCIÓN DE MIELINA LUXOL FAST BLUE  

1. Desparafinar/hidratar 

- Xileno I 15 minutos 

- Xileno II 15 minutos 

- Etanol 100º 5 minutos 

- Etanol 95º 5 minutos 

2. Inmersión en solución de Luxol Fast Blue toda la noche a 60º  

3. Lavar con alcohol 80º para quitar el exceso de color 

4. Lavar con agua destilada 

5. Diferenciar con carbonato de litio, hasta que permita diferenciar sustancia blanca y gris 

6. Diferenciar en alcohol 60º 

7. Lavar con agua destilada 

8. Inmersión en violeta de cresilo a 37º 20 minutos 

9. Diferenciar con alcohol 95º 2 veces 

10. Deshidratar en alcoholes crecientes acabando en xileno 

11. Montar con Eukitt 

 

REACTIVOS: 

- Xileno (Panreac, 211769.1714) 

- Etanol absoluto (Panreac 131086.1612) 

- Luxol fast blue MBS solution 0,1% (EEM 26681-01) 

- Violeta de cresilo 0,1%  con acetato (EEM 26681-02) 

- Carbonato de litio 0,05 % (EEM 26681-04) 

- Eukitt (EEM, 5320) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



PROTOCOLOS 

140 
 

RECUENTOS CELULARES USANDO ADOBE PHOTOSHOP 

1. Abrir imagen en Photoshop: Archivo – Abrir, o Ctrl O. 

2. Aplicar contraste para resaltar el marcaje marrón: Imagen – Contraste automático. 

3. En el caso de que la tinción azul de los núcleos (eosina) sea intensa, para evitar que sea 

detectada como marca, se reemplaza el color que presenten por blanco. Imagen – Ajustes 

– Reemplazar color. Seleccionar el color que deseas reemplazar, pulsar en el recuadro 

donde aparecerá este color (indicado como Resultado) y en las casillas indicadas con las 

letras C, M, Y y K, sustituir los números que aparezcan por 0. Pulsar OK – OK para 

confirmar. Este procedimiento se puede repetir para reemplazar todos los tonos de 

colores que puedan interferir en el recuento del marcaje. 

4. Superponer los canales de la imagen que presenten un mayor contraste: Imagen- 

Calcular. En este caso el rojo y el azul: Azul (Canal Origen 2) – Añadir (Fusión) – 90% 

(Opacidad) – OK. 

5. Ajustar el umbral: Imagen – Ajustes – Umbral. Seleccionar el nivel de umbral en el que se 

observe únicamente el marcaje a contar. Variará en función de la imagen. OK para 

confirmar. 

6. Determinar el tamaño de marca que se desea tener en cuenta para el recuento. Marcajes 

menores son eliminados. Filtro – Ruido – Mediana. Variará en función de la imagen. OK 

para confirmar. 

7. Comprobar que se han seleccionado las células marcadas pulsando al canal RGB sin dejar 

de mostrar el recientemente formado. En caso de que se hayan tenido en cuenta células 

presentes en los vasos sanguíneos o de una región que no se está analizando, se elimina la 

marca con el lápiz en color blanco. 

9. Con la herramienta “varita mágica” seleccionar las células marcadas. 

10. Para que tenga lugar el recuento automático: Ventana – Registro de medidas. Dentro del 

registro de medidas en el menú desplegable (esquina superior derecha): Seleccionar 

puntos de datos – A medida. De esta forma se pueden seleccionar los datos a medir, en 

este caso solo Recuento – OK. Pulsando a Grabar medidas aparecerán el número de 

células marcadas. 

11. Si se analizan varias imágenes con las mismas propiedades, en lugar de repetir todos los 

pasos nuevamente se puede grabar una acción. En el panel Acciones pulsar en el menú 

desplegable y seleccionar Acción nueva. Definir el nombre de la acción y otras opciones y 

pulsar a Grabar. Realizar las operaciones y comandos que se desea grabar y tras ello 

pulsar Detener grabación (cuadrado gris a la izquierda del punto rojo). 
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CUANTIFICACIÓN DE EXPRESIÓN MEDIANTE DENSITOMETRÍA DIGITAL ÓPTICA 

Para captar las imágenes se utilizó el microscopio Nikon Eclipse Ci con la cámara Nikon Ds-Ri2 y 

el software Nikon NIS Elements BR versión 4.50.  

CAPTURA DE IMÁGENES: 

- Antes de cada sesión de imágenes, sin poner la muestra todavía debajo del objetivo, 

aplicar la función Auto White. 

- Utilizar el mismo brillo en todas las imágenes utilizando el histograma RGB y fijando cada 

uno de los tres canales en 225/225. Fijar los mismos valores de exposición, ganancia y 

compensación. 

- Evitar seleccionar zonas con grandes vasos o artefactos. 

- Utilizar el objetivo 10x y obtener 3 imágenes por zona de interés. 

- Guardar las imágenes en JPEG. 

PROCESADO DE IMÁGENES EN IMAGE J: 

- Abrir imagen en Image J.  

- Seleccionar en Plugins > Analyze > DensIII (plugin cedido por el Profesor Lassmann). 

- Anotar el segundo valor de porcentaje de área como medida del porcentaje de la imagen 

que es positivo para DAB (en este caso, para CHI3L1). 
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