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“El cerebro no es un vaso por llenar,
sino una lampara por encender”

Plutarco






La Miastenia Gravis (MG) es una enfermedad autoinmune mediada por anticuerpos frente a anti-
genos de la union neuromuscular. El 80% de los pacientes presentan anticuerpos anti-receptor
de acetilcolina, un 5% presenta anticuerpos anti-tirosin-kinasa especifica de musculo (MuSK) y un
15% no presenta anticuerpos frente a estos dos antigenos, entidad conocida cono MG seronega-
tiva. En el caso de las formas oculares puras, hasta un 50% de los pacientes son seronegativos. El
diagndstico inmunoldgico de los pacientes tiene implicaciones diagnosticas, prondsticas y tera-
péuticas. En el caso de la MG anti-MuSK, la descripcion de los anticuerpos definié un subgrupo de

pacientes con unas caracteristicas clinicas comunes y una excelente respuesta a rituximab.

En el primer articulo de esta tesis se describe la frecuencia de los anticuerpos anti-cortactin en
MG seronegativa asi como el fenotipo clinico de estos pacientes. En nuestra serie, los anticuerpos
anti-cortactin estan presentes en un 24% de pacientes con MG seronegativa, un 9.5% de los
pacientes con MG anti-RACh (porcentaje significativamente menor), y no se asocian con anti-
cuerpos anti-MuSK, anti-LRP4 o anti-musculo estriado. Este hecho sugiere que los anticuerpos
anti-cortactin no son consecuencia de epitope spreading. Los pacientes con MG seronegativa
y anticuerpos anti-cortactin tienen un fenotipo ocular o generalizado leve, MGFA | o lIA, sin
sintomas bulbares. Por tanto, la presencia de los anticuerpos anti-cortactin ayuda en el diagnos-
tico de la MG autoinmune, especialmente en los casos de MG ocular, y apoya el tratamiento con

inmunosupresores si es clinicamente necesario.

El segundo articulo de esta tesis demuestra que la posologia de rituximab utilizada en el trata-
miento de la MG anti-MuSK farmacorresistente determina la frecuencia de recaidas y la dura-
cion del efecto beneficioso. Se conoce que el rituximab es una opcion terapéutica eficaz para
pacientes con MG anti-MuSK resistentes a otros farmacos inmunosupresores, sin embargo la
posologia utilizada para el tratamiento de los pacientes con MG anti-MuSK varfa mucho entre
diferentes centros. En este estudio, se compara el efecto beneficioso de tres posologias de ritu-
ximab diferentes. Todos los pacientes lograron un MGFA-PIS de remisién completa estable, remi-
sion farmacoldgica o manifestaciones minimas, y la prednisona y otras terapias inmunosupresoras

se retiraron o redujeron en todos los casos. Sin embargo, el nimero de recidivas y la duracion



de la respuesta fueron significativamente diferentes dependiendo del protocolo de rituximab
utilizado. El protocolo 442 (375 mg/m? cada semana durante 4 semanas consecutivas y luego
mensualmente durante los siguientes 2 meses) de rituximab demostro tener la tasa de recidiva
clinica mas baja y el efecto mas duradero comparado con los protocolos 1+1 (dos dosis de 1 g
separadas por 2 semanas) y 4 (375 mg/m? cada semana durante 4 semanas consecutivas). Por este
motivo, en MG con anticuerpos anti-MuSK proponemos estandarizar el tratamiento con rituximab

utilizando el protocolo 4+2.

En resumen, esta tesis aporta conocimiento sobre nuevos biomarcadores diagndsticos y pronds-
ticos en MG. Los hallazgos de esta investigacion son directamente aplicables a la practica clinica

y abren interesantes nuevas lineas de investigacion en el campo.



ABSTRACT

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease mediated by antibodies against antigens of the
neuromuscular junction. Around an 80% of patients have anti-acetylcholine receptor antibodies
(RACh), 5% have anti-muscle-specific tyrosine kinase (MuSK) antibodies and 15% have no antibo-
dies to these two antigens, an entity known as seronegative MG. In pure ocular forms, up to 50%
of patients are seronegative. The immunological diagnosis of patients has diagnostic, prognostic
and therapeutic implications. In the case of anti-MuSK MG, the finding of the antibodies defined a

subgroup of patients with common clinical characteristics and an excellent response to rituximab.

The first article of this thesis describes the frequency of anti-cortactin antibodies in seronegative
MG as well as the clinical phenotype of these patients. In our series, anti-cortactin antibodies are
present in 24% of patients with seronegative MG, 9.5% of patients with anti-RACh MG (a signifi-
cantly lower percentage), and do not associate with anti-MuSK, anti-LRP4 or anti-striated muscle
antibodies. This fact suggests that anti-cortactin antibodies are not a consequence of epitope
spreading. Patients with seronegative MG and anti-cortactin antibodies have a mild ocular or
generalized phenotype, MGFA | or IIA, without bulbar symptoms. Therefore, the presence of
anti-cortactin antibodies helps in the diagnosis of autoimmune MG, especially in cases of ocular

MG, and supports treatment with immunosuppressants if clinically necessary.

The second article of this thesis shows that the posology of rituximab used in the treatment of
drug-resistant anti-MuSK MG determines the frequency of relapses and the duration of the benefi-
cial effect. It is known that rituximab is an effective therapeutic option for patients with anti-MuSK
MG resistant to other immunosuppressive drugs; however the posology used for the treatment of
patients with anti-MuSK MG varies between different centers. In this study, the beneficial effect of
three different rituximab posologies is compared. All patients achieved a stable complete remis-
sion, pharmacological remission or minimal manifestations MGFA-PIS, and prednisone and other
immunosuppressive therapies were withdrawn or reduced in all cases. However, the number of
relapses and the duration of the response were significantly different depending on the protocol
of rituximab used. The 4+2 protocol (375 mg/m? every week for 4 consecutive weeks and then

monthly for the next 2 months) of rituximab proved to have the lowest clinical recurrence rate
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and the most lasting effect compared to the 1+1 protocol (two doses of 1 g separated by 2 weeks)
and 4 protocol (375 mg/m? each week for 4 consecutive weeks). For this reason, in MG with anti-

MuSK antibodies we propose to standardize treatment with rituximab using the 442 protocol.

In summary, this thesis provides knowledge on new diagnostic biomarkers and prognosis in MG.
The findings of this research are directly applicable to clinical practice and open up interesting

new lines of research in the field.
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ACh: Acetilcolina
CIDP: Poliradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
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MIR: Region inmunogénica mayor
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INTRODUCCION

1.1. DEFINICION DE MIASTENIA

La Miastenia Gravis (MG) es una enfermedad autoinmune producida por anticuerpos que actudan
frente a antigenos post-sinapticos de la unién neuromuscular (UNM). La enfermedad se caracte-
riza clinicamente por la presencia de fatigabilidad muscular y debilidad 13, La MG es una enfer-

medad heterogénea desde el punto de vista clinico, inmunoldgico y terapéutico 4

1.2. EPIDEMIOLOGIA

La MG se considera una enfermedad rara, ya que tiene una prevalencia de 150 casos por
milléon de habitantes. La incidencia varia entre 1.7 y 21 casos por milléon de habitantes y afo.
Tradicionalmente, la MG se ha considerado una enfermedad que afecta predominantemente a
mujeres jovenes. En un estudio prospectivo realizado en la comarca de Osona (Barcelona) se obser-
varon dos picos de incidencia: en mujeres menores de 40 ahos (afectando a casi tres veces mas
mujeres que hombreseneste mismorangodeedad),y unsegundo picodeincidenciaen mayoresde

50 anos, afectando en mayor medida a hombres (Figura 1) >

60
—o— Women (n=16)

-+~ Men(n=10) 50.0
50

40 —
% 30
20

10

0-24 25-34 35-44 45-54 55-64 265
Age Groups

Figura 1: Distribucion de los casos nuevos de MG por grupo de edad y sexo.

Aragones et al, Neurology. 2003 >

La incidencia de MG en mujeres de 25 a 34 afnos fue de 271 por millén de habitantes y afo, y en

mujeres de 35 a 44 anos fue de 18,4 por millén de habitantes y ano. Sin embargo, entre los 65 y 74
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anos aumentaba a 544 en mujeres y 459 en hombres por milléon de habitantes y afo, y ain mas
a partir de los 75 anos, con una incidencia de 1804 en mujeres y 142 en hombres en el rango de
edad de 75 a 84 afnos, y 2286 en mujeres y 146,3 en hombres mayores de 85 afnos (Figura 2) ©
Otros estudios epidemiolégicos han confirmado este cambio epidemiolégico 7 Actualmente,
los pacientes se clasifican de acuerdo a su edad de presentacion en tres grupos: 1) debut precoz
(EOMG - early-onset MG), cuando la enfermedad debuta en menores de 50 afos; 2) debut

tardio (LOMG - late-onset MG), cuando aparece en mayores de 50 anos; y 3) debut muy tardio

(very late-onset MG), cuando debuta en mayores de 60 anos 10
Annualincidence rate
250
[ Female

200
2] 180.4
[
e
E 150 - 1420 146.3
£
Y
o
=
2 100
E
S
s 544

50 — 213 459
271 18.4 213
8.0 165 100

0-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75-84 =85
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Figura 2: Incidencia anual de MG estratificada por edad y sexo.

Aragoneés et al, J Am Geriatr Soc. 2014 6

Se cree que este aumento en la incidencia en pacientes mayores puede ser consecuencia del
envejecimiento de la poblacién y de una mayor conciencia de la enfermedad en este grupo de
edad, aunque también se ha sugerido que la senescencia del sistema inmune podria explicar la
presencia de mas enfermedades autoinmunes en adultos mayores >0 Es muy importante conocer
estos datos epidemioldgicos y tener presente la posibilidad del diagnéstico de MG en personas
mayores de 65 afos, ya que se trata de una enfermedad con buen prondéstico si se diagnostica y

se trata adecuadamente ',
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1.3. FISIOPATOLOGIA

1.3.1. Launion neuromuscular

La union neuromuscular es una sinapsis modificada que se encarga de la transmision entre el
nervio y el musculo, traduciendo los potenciales de accion neuronales en contraccion muscular
a través de un neurotransmisor: la acetilcolina (ACh). Estd formada por tres componentes:
1) el botén nervioso motor pre-sindptico, donde se sintetiza, acumula en las vesiculas sinapticas
y libera la ACh; 2) la hendidura sinaptica; y 3) la membrana muscular post-sinaptica, donde se

encuentran los receptores de acetilcolina (RACh) (Figura 3 y 4) 12

Motor nerve terminal

Active zone
ca2+
Basal lamina Na** AChEsterase
) ca2+
Agrin
™ AChR
MuSK Tid1 APC
Cortactin Dok7 Rapsyn
Sarcoplasm

Figura 3: Diagrama de la unién neuromuscular.
© Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
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Figura 4: Placas motoras de musculo ocular de rata.
Rojo: a-bungarotoxina. Verde: neurofilamento.

Existe una gran densidad de RACh para asegurar una gran eficiencia en la transmision neuromus-
cular. La agregacion de los RACh requiere la union de agrina, una proteina derivada de la moto-
neurona, a LRP4 (low-density lipoprotein receptor-related protein 4) en la membrana post-sinaptica.
Este complejo agrina-LRP4 activa MuSK (receptor de tirosin-kinasa especifico de musculo), y ello
conlleva la agregacion de RACh mediante la interaccion con otras proteinas como Dok7, cortactin o

rapsina 12713,

Ach Y a ACh

Extracellular

Intracellular

Figura 5: Estructura del receptor de acetilcolina en la membrana post-sinaptica.
Arthur Karlin, Nat Rev Neurosci. 2002 1
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El RACh esta formado por 5 subunidades: 2 subunidades a, una subunidad {3, una subunidad &y
una subunidad € fetal que posteriormente es sustituida por la subunidad y en adultos; que forman

el canal de sodio en la membrana post-sindptica de la UNM (Figura 5) o

La transmisidon neuromuscular comienza cuando un potencial de accién que recorre el axon de
una neurona motora llega al botén pre-sindptico y produce la despolarizacion de la membrana.
Esto estimula que los iones calcio de la hendidura sindptica ingresen al interior del botén sinap-
tico, lo que provoca el acercamiento de las vesiculas a la membrana pre-sindptica, su fusion a la
misma y la liberacion de la ACh por exocitosis a la hendidura sinaptica. La ACh difunde por la
hendidura sinaptica e interacciona con los RACh de la membrana muscular post-sinaptica, produ-
ciendo una despolarizacion local, el potencial de placa motora. Cuando la ACh se une a las subu-
nidades q, el canal modifica su conformacién y da lugar a su apertura, lo que permite la entrada de
iones de sodio generando un potencial de accion que finalmente origina la contraccion muscular.
La enzima acetilcolinesterasa hidroliza la ACh, y de esta manera finaliza la accion de la ACh en la

membrana post-sinaptica 12

1.3.2. Autoanticuerpos
Se han descrito anticuerpos frente a diferentes antigenos de la membrana muscular post-sinaptica.
Algunos de estos anticuerpos se consideran patogénicos, otros son considerados biomarcadores

de la enfermedad dado que no se ha demostrado a dia de hoy su papel patogénico.

1.3.2.1. Anticuerpos anti-receptor de acetilcolina

Los anticuerpos anti-RACh estan presentes en el 80% de las MG generalizadas y el 50% de las
MG con implicacion ocular pura P E papel patogénico de estos anticuerpos ha sido claramente
demostrado, ya que se puede inducir una MG en animales de experimentacion por inmunizacion

con RACh o bien por inyeccion de anti-RACh 1618,

Los anticuerpos anti-RACh son de la subclase IgG1 e IgG3 19 y actlan mediante tres mecanismos:

1) activacion del complemento, que produce una lesion estructural de la UNM; 2) cross-linking
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(unién delanticuerpo bivalente ados RACh), que produce lainternalizaciony degradacion del RACh;
y 3) bloqueo directo del RACh, que produce una interferencia directa con el canal i6nico
(Figura 6) 2023 El mecanismo més agresivo desde el punto de vista bioldgico es la activacion de

complemento.

A- Activacion de complemento

——+ Nerve

—— = Synapticvesicle ,%MAC
C5b
(]
—_— < ACh \ [ Poly (9
e a
196 «_ (1 complex Activation of ~
AChR the complement
~ - cascade leads to -
formation of the MAC
Destruction of the
Muscle morphology of the muscle
membrane membrane
AutoAb to AutoAb to
AChR — AChR —
0 — = AChR
crosslinking
T AChR
V internalization
—— AChR Muscle
degradation activation
No muscle activation

B- Cross-linking

C-Bloqueo directo del RACh

Figura 6: Mecanismos de accién de los anticuerpos anti-RACh.
Conti-Fine et al, J Clin Invest. 2006 23,

Los titulos de anti-RACh no se relacionan con el estado clinico ni con el pronéstico del paciente 2,
Por este motivo, la deteccion de los anticuerpos anti-RACh mediante radioinmunoensayo (RIA)
se ha convertido en una util herramienta diagnostica pero no es Util para el control evolutivo del

paciente.
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El estudio de las especificidades de los anticuerpos anti-RACh permitié saber que la mayoria de
los anticuerpos van dirigidos frente a una region muy concreta de las subunidades, conocida

como MIR (region inmunogénica mayor) (Figura 7) =

al 15-32

al MIR loop

)

yore

al 114

Figura 7: Region inmunogénica mayor (MIR) del RACh.
Luo et al, J Neurosci. 2009 2

1.3.2.2. Anticuerpos anti-MuSK

Los anticuerpos anti-MuSK estan presentes en el 5% de las MG generalizadas % La patogenicidad
de estos anticuerpos también ha sido demostrada %%, Son de la subclase IgG4 y ello les confiere
unas propiedades diferenciales, ya que no activan complemento 2932 Ademés, los anticuerpos
son funcionalmente monovalentes y no pueden producir cross-linking. Los anticuerpos anti-
MuSK actuan interfiriendo con las funciones fisioldgicas de MuSK, evitando la unién entre MuSK'y
LRP4, e inhibiendo la fosforilacion de MuSK estimulada por agrina. MuSK es un polipéptido trans-
membrana que actla manteniendo la integridad funcional de la UNM, por tanto los anti-MuSK
acaban alterando los agregados de RACh en la membrana post-sinaptica, lo que provoca una

reduccion del nimero de RACh funcionantes (Figura 8) 22,2730



INTRODUCCION

10

Nerve terminal

@ Agrin ‘ Agrin ‘
Retrograde
signalling

: Anti/MuSK
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ol | FR-coc
I A Muscle fibre
| Dok7
I
Agrin-induced AChR clustering I Effect of MuSK antibodies

Figura 8: Disrupcion de la agrupacion del RACh mediada por los anticuerpos anti-MuSK.
Phillips et al, FI000Research. 2016 22,

En un gran nimero de casos los titulos de anti-MuSK detectados mediante RIA correlacionan con
el status clinico del paciente, por lo que son una buena herramienta diagnostica y sirven para el

control evolutivo de la enfermedad .

Se han descrito otras enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos de la subclase
lgG4, como la poliradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP) mediada por
anticuerpos frente a contactina-1 o neurofascina-155 >, el pénfigo 36 13 glomerulonefritis
membranosa >’ o la encefalitis limbica LGI1 *>°, Estos trastornos mediados por autoanticuerpos
IgG4 parecen compartir similitudes en union al epitopo, asociaciones con el antigeno leucoci-
tario humano, mecanismo de produccion de la enfermedad, etiologia subyacente y respuesta a
farmacos anti-CD20 “°.

1.3.2.3. MG seronegativa

Aproximadamente el 15% de las MG generalizadas y el 50% de las MG oculares no tienen

anticuerpos detectables frente a RACh ni a MuSK 442 Estos pacientes tienen unas
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caracterl’sticasdemogréﬁcasyclinicassimilaresaIospacientesconMGconanticuerposanti—RACh43‘44.
Este grupo se conoce como MG seronegativa o doble seronegativa, y comprende un conjunto
heterogéneo de pacientes con anticuerpos frente a diferentes proteinas de la UNM, algunas de

ellas conocidas y otras no conocidas a dia de hoy.

Anticuerpos anti-LRP4

Los anticuerpos anti-LRP4 se han descrito en un subgrupo de pacientes con MG seronegativa.
LRP4 es receptor de la agrina derivada del nervio y activa MuSK para el mantenimiento de la
funcion del RACh (Figura 9) % Las series publicadas difieren mucho en cuanto a su frecuencia
(2%-27%) 46'47, lo que podria deberse al método de deteccién utilizado, la fuente de LRP4,
el estado conformacional del antigeno y/o diferencias técnicas. Estos anticuerpos también
pueden coexistir con anti-RACh o anti-MuSK. Se ha descrito un predominio en mujeres y un feno-
tipo clinico predominantemente ocular o generalizado leve 2 Los anticuerpos anti-LRP4 se consi-
deran patogénicos ya que la inmunizacion de ratones con el dominio extracelular de LRP4 desen-
cadena la produccion de anticuerpos, asi como sfintomas y signos electrofisiolégicos de MG 48
Su deteccion se suele realizar mediante inmunocitoquimica con células HEK293 (human embryo-

nic kidney cells) transfectadas con LRP4 humano ¥’

Es receptor de la agrina

derivada del nervioy <§

activa MuSK

Mantienela
funcion del RACh

Figura 9: LRP4, localizacion y funcion.

1
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Anticuerpos anti-RACh de baja afinidad

Los anticuerpos anti-RACh de baja afinidad son de la subclase IgG1 y pueden encontrarse en el 38%
aproximadamente de los pacientes con MG seronegativa 4930 5y deteccion se realiza mediante un
ensayo celular altamente complejo, utilizando células HEK293 cotransfectadas con las cuatro subuni-

dades del RACh y rapsina, para favorecer su agregacion en la superficie celular (Figura 10) 22,

Los autores atribuyen a estos anticuerpos un mecanismo patogénico similar a la MG con anti-
cuerpos anti-RACh, sin embargo estos anticuerpos se dirigen contra la forma adulta del RACh y
no a la forma fetal, y en la mayoria de los pacientes con MG anti-RACh los anticuerpos se unen a

ambas formas *°°0,

Los pacientes con estos anticuerpos suelen tener un debut temprano de la enfermedad y su
fenotipo suele ser leve, con frecuencia con implicacion ocular exclusiva y con baja frecuencia de

generalizacion, y baja frecuencia de sintomas bulbares (25%) o

O e

dy Anti-ACHRIgG

!I Alexa Fluor 568 anti-human IgG

HEK cells expressing AChR
clustered with rapsyn

Figura 10: Método de deteccion de los anticuerpos anti-RACh de baja afinidad.
Vincent et al, Ann N Y Acad Sci. 2008 22,

Anticuerpos anti-Cortactin

Nuestro grupo describié en 2014 un nuevo antigeno en MG seronegativa: cortactin. Este antigeno
se encontrd usando un array de proteinas humanas (ProtoArray® v5.0 Invitrogen, Carlsbad, Cali-
fornia, USA) que contiene mas de 9000 proteinas humanas en un estado similar al que se encuentra
a nivel celular en cuanto a plegamiento y modificaciones post-traduccionales y, por tanto, permite
la deteccién de estas proteinas a un nivel funcional. Se estudio el suero de pacientes con MG sero-

negativa que presentaba inmunoreactividad contra la UNM de raton >3 Cortactin se considerd
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una buena proteina candidata porque se halla concentrada en la UNM donde actua downstream

en la cascada agrina/LRP4/MuSK, promoviendo la agrupacion de los RACh (Figura 11) 4

Cortactin se concentra
enla UNM

Actua en el complejo
agrina/MuSK
promoviendo la
agregacion del RACh

Figura 11: Anticuerpos anti-cortactin, localizacién y funcion.

Los anticuerpos se detectaron mediante un ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) in-house
y los sueros positivos se comprobaron mediante Western blot. Se estudié el suero de 91 pacientes
con MG seronegativa y 103 con MG seropositiva (69 anti-RACh y 34 anti-MuSK). Como controles se
incluyeron 30 pacientes con sindrome de Eaton-Lambert (19 positivos para anticuerpos anti-canal
de calcio y 11 seronegativos para este anticuerpo), 9 pacientes con otras enfermedades autoin-
munes neuroldgicas (6 CIDP, 3 esclerosis multiple), 31 pacientes con otras enfermedades autoin-
munes (12 lupus, 8 artritis reumatoide, 3 enfermedad mixta del tejido conectivo, 3 polimiositis,

2 sindrome de Raynaud, 1 acrocianosis y 2 esclerodermia), y 19 controles sanos >3

Se encontrd que el 19.7% de las MG seronegativas presentaban anticuerpos frente a cortactin,
el 4.8% de las MG seropositivas, el 3% de los sindromes de Eaton-Lambert, el 12.5% de pacientes
con otras enfermedades autoinmunes y el 5.2% de los controles sanos (Figura 12). Por tanto,
la presencia de anti-cortactin, aunque no exclusiva, era significativamente mayor en el grupo de
MG seronegativa >3, Simultdneamente, estos anticuerpos se describieron usando espectrometria

de masas en un grupo de pacientes con polimiositis >

13
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2.0 °
19.7%
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1.8 - ® 12.5%
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Healthy controls SPMG SNMG LEMS Other autoimm. dis.

Figura 12: Representacion de los anticuerpos anti-cortactin testados con ELISA.
Punto de corte: 0.2 OD. Gallardo et al, Autoimmun Rev. 2014 >3

Anticuerpos anti-musculo estriado

El suero de algunos pacientes con MG contiene autoanticuerpos que reconocen las estriaciones del
musculo esquelético. Estos anticuerpos estan dirigidos fundamentalmente contra titina y receptor
de rianodina, y estan presentes en un subgrupo de pacientes con MG anti-RACh *5 No contri-
buyen a la patogénesis de la enfermedad, pero son considerados biomarcadores de MG asociada a
timoma, ya que se encuentran en hasta el 50-70% de estos pacientes 25798 | 4 presencia de estos

anticuerpos se ha asociado con una enfermedad mas grave y un peor pronostico 9

Anticuerpos anti-Agrina

Agrina es una proteina de la matriz extracelular que actia como ligando de LRP4 activando
MuSK, y es esencial para la agregacion del RACh. Los anticuerpos anti-agrina se han detectado
en un subgrupo de pacientes con MG, siempre en combinacion con autoanticuerpos anti-MuSK,

anti-LRP4 o anti-RACh. Su patogenicidad y caracteristicas clinicas estan aun por definir .

1.3.3. Mecanismos etioldgicos

La MG es una enfermedad multifactorial debida a la combinacion de factores genéticos vy

ambientales '°.
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1.3.3.1. Susceptibilidad genética

La existencia de varios miembros de una misma familia con MG es infrecuente, y pocos estudios
se han centrado en casos familiares o gemelares. Sin embargo, un estudio reviso la literatura
disponible y determind la tasa de concordancia en gemelos monocigéticos. El estudio, que reco-
pil6 31 pares de gemelos monocigoéticos, mostré concordancia en el 35% de los casos (11 parejas),
mientras que la frecuencia entre gemelos heterocigoticos fue de aproximadamente 4-5% o

Estos resultados destacan el importante papel del fondo genético en la susceptibilidad a la MG.

La asociacion de los genes que codifican el antigeno leucocitario humano (HLA) clase | 'y clase |l
con la MG esta claramente establecida 2 La asociacion entre el HLA-B8 (MHC clase |) y HLA-DR3
(MHC clase ll) y el debut precoz de MG, que se asocia con hiperplasia folicular timica, se ha confir-
mado en varios estudios . El debut tardio est4 asociado con el HLA-DR2-B7. También se ha

observado una asociacion con HLA-DR14-DQ5 en pacientes con MG anti-MuSK *,

También se han descrito otros genes que confieren susceptibilidad para el desarrollo de la enfer-
medad, algunos de ellos estan también asociados con otras enfermedades autoinmunes. Algunos
de estos genes son: PTPN22, CTLA-4, IL-183, IL-10, TNF-a e IFN-y, y estan involucrados en la regulacion
del sistena inmune %, Las modificaciones epigenéticas en determinados genes también podrian

desempenar un papel central en la inmunopatogenia de las enfermedades autoinmunes.

1.3.3.2. Factores hormonales

Las hormonas sexuales, principalmente los estrégenos pero también la progesterona y la testosterona,
afectan a las células inmunes cuantitativa y cualitativamente 4 Los estrébgenos generalmente favorecen
los procesos inmunes que involucran células T helper (Th) 2 CD4+ y células B, promoviendo enfermedades
autoinmunes mediadas por células B 4 Los estrogenos también tienen una gran influencia en el desa-
rrollo y mantenimiento de la funcidn timica y, por lo tanto, en la generacion de linfocitos T CD4 y CD8 10
Se han descrito fluctuaciones en los sintomas de MG durante el embarazo y la menstruacion 6566,

En conjunto, estos datos sugieren que los estrégenos pueden influir en las respuestas anti-inflamatorias y

pro-inflamatorias, pero se necesitan mas datos para confirmar el papel de las hormonas sexuales en la MG.

15
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1.3.3.3. Factores ambientales

Algunos factores ambientales, como farmacos, toxicos y patdgenos, también se han propuesto
como factores de riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes. En MG, los principales
factores ambientales desencadenantes son: 1) farmacos, como la D-penicilamina ®’ y los inter-

o8 aunque su posible mecanismo patogénico no esta bien establecido; y 2) infecciones,

ferones
en concreto el virus Epstein-Barr (VEB), por encontrarse células B con signos de infeccion por VEB
en timos hiperplasicos de pacientes pero no en controles % Otros estudios han postulado la
implicacion de otros virus como el citomegalovirus o el West-Nile o pero su papel en la patogé-

nesis de la MG es controvertido.

1.3.3.4. Desregulacion inmune
Los mecanismos que se han implicado en la produccion de anticuerpos en la MG incluyen errores
en la presentacion de antigenos o reconocimiento, tolerancia hacia los propios antigenos y desre-

gulacion de la proliferacion/apoptosis de las células inmunes 10

A pesar de que la produccion de anticuerpos anti-RACh se atribuye directamente a los linfocitos B,
existe una amplia evidencia de que los linfocitos T tienen un papel clave en la produccion de
autoanticuerpos en la MG, ya que: 1) las células T de pacientes con MG responden a la estimula-
cion con RACh y aumentan la produccion de anti-RACh in vitro; 2) los linfocitos de sangre perifé-
rica de los pacientes incluyen células Ty células B especificas para RACh; 3) Se han aislado lineas o
clones de células T reactivos a RACh a partir de sangre periférica, 0 mas eficazmente a partir de timos,
de pacientes con MGy se han propagado in vitro. Por el contrario, las células T no actian como células
efectoras en la MG. Aunque se han encontrado ocasionalmente algunas células mononucleares en el
musculo de los pacientes con MG, estas células estan muy dispersas y son monocitos o macréfagos

mayoritariamente B

El analisis de células T de pacientes con MG ha revelado una sorprendente heterogeneidad en
sus patrones de respuesta al antigeno. El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) juega

un papel importante, ya que las células presentadoras de antigenos presentan péptidos del RACh
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unidos al MHC a los linfocitos Th. Las células de cada paciente responden a multiples epitopos,
y también existen diferencias sustanciales en la respuesta a estos epitopos entre diferentes
pacientes. Aunque la mayoria de los sitios de reconocimiento de células T estén en la subunidad q,

las células T también reconocen epitopos en las otras subunidades B

Las células T reguladoras (Treg) también estan implicadas en la patogénesis, ya que son nece-
. , . 3 ,

sarias para detectar las células autorreactivas ~. Estas células Treg son CD4 y se encuentran en el

timo y en los 6rganos linfoides periféricos. Se conoce que los Tregs en la MG son funcionalmente

defectuosos, pero se desconoce si esta alteracion es un factor pre-existente que predispone a la

enfermedad, o si bien es consecuencia de la propia inflamacion que altera su funcion 172,

Algunas de las citoquinas secretadas por los linfocitos Th estan implicadas en la desregulacion
inmune de la enfermedad. En concreto, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) se encuentra
elevado en el timo, los CD4 y el suero de los pacientes con MG, lo que sugiere la sobreproduccion

croénica de esta citoquina 73

La inmunidad innata también puede verse implicada en la induccion y perpetuacion de la
respuesta autoinmune. Se ha demostrado que la expresion de TLR4 (Toll-like receptor 4) se encuentra
incrementada en las células epiteliales timicas de pacientes con MG “ y que los niveles de TLR9 en

células mononucleares de sangre periférica se relacionan con la gravedad de la enfermedad 7

En el caso de la MG anti-MuSK, se sabe que: 1) se produce el déficit de tolerancia de las células B
mucho antes de la produccion de anticuerpos 76. 2) tanto el repertorio de células B naive como de
células B memoria presenta anomalias que no se encuentran en individuos sanos, lo que destaca
una desregulacion inmune amplia 77.3) el epitopo al cual se dirigen los anticuerpos es especificoy
estable durante el curso de la enfermedad en la mayoria de los pacientes 78, y 4) los plasmablastos
circulantes contribuyen directamente a la produccion de autoanticuerpos anti-MuSK en pacientes

que recidivan después del tratamiento con rituximab, que produce la deplecién de células B 9

17
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1.3.3.5. Patologia timica

El timo es esencial para la diferenciacion de las células T y para el establecimiento de tolerancia
central. Las interacciones entre las células del estroma timico que expresan autoantigenos y los
timocitos en desarrollo, conducen a la eliminacion de las células T autorreactivas. Las células
T tolerantes posteriormente contindan su diferenciacion antes de exportarse a la periferia.
Las células del estroma timico incluyen células epiteliales, células mesenquimales y algunas células
mioides. En condiciones fisioldgicas, la mayoria de las células timicas son timocitos y células estro-
males, y la cantidad de células B es muy pequefa. En un porcentaje importante de pacientes con

MG anti-RACh, el timo exhibe cambios estructurales y funcionales 10,

Aunque el papel que juega el timo en la inmunopatogenia de la MG se ha estudiado durante
décadas y se cree que las alteraciones timicas estan implicadas en la respuesta autoinmune inicial
de la MG, no queda claro cual es su papel exacto en la inmunopatogénesis de la enfermedad.
Estas alteraciones timicas se han descrito fundamentalmente en los pacientes con MG anti-RACh

y algunos seronegativos, no se ha encontrado hiperplasia timica en los pacientes anti-MuSk .

Timoma

Alrededor del 10-15% de los pacientes con MG presentan un timoma, un tumor epitelial del timo.
Estos pacientes suelen tener anticuerpos anti-RACh y la clinica tiende a ser mas grave, aunque
el prondstico a largo plazo es similar al resto de pacientes con MG 81 Los timomas se asocian con
frecuencia a otros trastornos autoinmunes, probablemente debido a que presentan autoanti-
genos expresados por las células tumorales y a la desregulacion en la seleccion de linfocitos 8
Se ha descrito la deficiencia en la expresion del gen regulador AIRE y la pérdida selectiva de células T

reguladoras como causa de la seleccion negativa y la regulacion de las células T autorreactivas &

El timoma debe ser extirpado por completo y debe realizarse un sequimiento clinico y radiolé-
gico anual durante al menos 10 anos. Algunos pacientes requieren tratamiento adyuvante con
radioterapia o quimioterapia siguiendo los criterios de tratamiento actuales en funcién de la

anatomia patoldgica del tumor. Aunque el timoma sea eliminado, los anticuerpos y los sintomas
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de MG suelen persistir y los pacientes suelen requerir tratamiento inmunosupresor cronico para

el control de los sintomas de MG &2,

Hiperplasia timica

Algunos pacientes, especialmente mujeres con debut temprano de la enfermedad, presentan
hiperplasia timica, que se caracteriza por la presencia de infiltrados linfocitarios y centros germi-
nales similares a los que se encuentran en los nédulos linfaticos. Los timos hiperplasicos contienen
células B, T, plasmaticas y células mioides que expresan el RACh. Los timocitos en cultivo generan

anticuerpos anti-RACh, y este hecho apoya la idea de una patogénesis intratimica 10,

Timo normal, atréfico o restos timicos
En algunos casos, especialmente en las MG de debut tardio, se ha observado un timo atrofico,
restos timicos o un timo normal. No queda claro en estos casos cual es el mecanismo que desen-

cadena la enfermedad.

1.4. CARACTERISTICAS CLINICAS
La fatigabilidad muscular, es decir, la aparicion de debilidad muscular con la fatiga, es la caracteris-
tica clinica fundamental de la MG. Esta fatigabilidad es tipicamente fluctuante, empeorando con

la actividad fisica y mejorando con el descanso (Figura 13) 2,

Figura 13: Fatigabilidad cervical: A) Flexién cervical normal; B) Tras varias flexiones cervicales, la
paciente presenta debilidad cervical con utilizacion de musculatura accesoria.
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Los grupos musculares mas frecuentemente susceptibles son los musculos oculares, con apari-
cion de ptosis y diplopia (Figura 14); musculos faciales, con aparicién de debilidad orbicular y
facial; musculos bulbares, con aparicién de disartria, disfagia, y disnea; y musculos de las extre-
midades, con aparicién de debilidad cervical y en extremidades superiores e inferiores, predomi-
nantemente a nivel proximal, aunque también puede afectarse la musculatura distal (Figura 15).

La implicacion de estos musculos puede ser muy variable entre pacientes, incluso en un mismo

paciente a lo largo de la enfermedad.

Figura 14: Ptosis y oftalmoparesia fatigable: A) Ptosis derecha de inicio; B) y €) Al mantener la
supraversion de la mirada se observa empeoramiento de la ptosis y debilidad
del musculo recto inferior izquierdo progresiva.

Cortesfa Dr. Carles Roig.

Figura 15: Debilidad:
A) proximal en extremidades superiores; B) proximal en extremidades inferiores;
C) debilidad distal.

La MG con anticuerpos anti-MuSK tienen un fenotipo clinico caracteristico. Estos pacientes

presentan una temprana y grave debilidad bulbar y desarrollan con mayor frecuencia crisis respi-

ratorias (Figura 16) 2,84
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Figura 16: Fenotipo de la MG anti-MuSK: A) y B) Debilidad facial y bulbar grave.

Los sintomas de MG pueden empeorar en contexto de infecciones, cirugfas, farmacos y estrés
emocional . La remision espontanea es infrecuente pero se ha descrito en un 10-20% de los

casos. La gran mayoria de los pacientes requieren tratamiento inmunosupresor a largo plazo .

1.4.1. Escalas de evaluacion clinica

Las escalas de evaluacién clinica son necesarias para estandarizar la forma de valorar la gravedad
clinica y la evolucion de los pacientes, especialmente en el desarrollo de ensayos clinicos. En el
caso de la MG, la heterogeneidad clinica de la enfermedad vy la fluctuacion de los sintomas en el

tiempo, hace que sea complicado reflejar en una Unica escala el estado global del paciente &,

Aqui solo describiremos la clasificacion clinica de la Myasthenia Gravis Foundation of America
(MGFA) y el estado post-intervencion de la MGFA (MGFA-PIS), por haber sido utilizadas en las

publicaciones que constituyen esta tesis.

Clasificacion clinica de la MGFA
Se trata de una escala clinica que refleja la gravedad clinica y los musculos mas afectados en el
paciente. Se recomienda registrar los musculos implicados y la maxima gravedad del paciente

como punto de referencia.

21
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La escala consta de 5 clases (I-V). La clase | corresponde a los pacientes con clinica ocular exclu-
siva; las clases lI-1ll-IV corresponden a los pacientes con debilidad generalizada leve, moderada y
grave respectivamente; y la clase V corresponde a aquellos pacientes que requieren intubaciéon
orotraqueal. Las clases lI-1ll-IV se subdividen a su vez en dos grupos: A, cuando la debilidad afecta
predominantemente a la musculatura de los miembros y/o axial; y B, cuando la debilidad afecta

predominantemente a la musculatura bulbar (Tabla 1) &

Los pacientes clasificados como V se encuentran en crisis miasténica. Los pacientes clasificados

como IVB 0V se encuentran en situacion de riesgo vital "

Clasel | Debilidad ocular. Puede tener debilidad para la oclusién palpebral. Resto de la fuerza muscular normal.

Clasell | Debilidad generalizada leve

lIA | Predominantemente en miembros y/o axial

IIB | Predominantemente en musculatura bulbar

Claselll | Debilidad generalizada moderada

IA | Predominantemente en miembros y/o axial

HIB | Predominantemente en musculatura bulbar

ClaselV | Debilidad generalizada grave

IVA | Predominantemente en miembros y/o axial

IVB | Predominantemente en musculatura bulbar. Sonda nasogastrica.

ClaseV | Intubacién orotraqueal con o sin ventilacién mecanica

Tabla 1: Clasificacion clinica de la MGFA.

MGFA-PIS

La clasificacion MGFA-PIS esté disefada para evaluar el estado clinico de un paciente en cualquier
momento después de instaurar un tratamiento especifico (Tabla 2). La debilidad orbicular aislada
no se considera signo de actividad, pero el uso de inhibidores de la acetilcolinesterasa si porque
se considera que enmascara sintomas de la enfermedad &,

Por tanto, las categorfas remision completa estable, remisién farmacoldgica y manifestaciones
minimas indican un buen control de la enfermedad y son el objetivo a alcanzar cuando se realiza

una accion terapéutica.
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Remision completa estable (CSR) | Sin sintomas ni signos de enfermedad durante al menos un afoy sin tratamiento

Remision farmacolégica (PR) Sin sintomas ni signos de enfermedad durante al menos un afio con tratamiento
(excluyendo piridostigmina)

Manifestaciones minimas (MM) Sin sintomas ni limitacion funcional pero con signos a la exploraciéon minuciosa

MM-0 | Sin tratamiento durante al menos un afo

MM-1 | Inmunosupresores pero no piridostigmina

MM-2 | Solo piridostigmina a dosis bajas (<120mg/dia)

MM-3 | Inmunosupresores y piridostigmina

Mejoria (I) Disminucion sustancial de los sintomas o de la medicacion pre-tratamiento

Sin cambios (U) Sin cambios en los sintomas o en la medicacion

Empeoramiento (W) Aumento sustancial de los sintomas o de la medicacion

Exacerbacion (E) Alcanza criterios de CRS, PR o MM pero posteriormente desarrolla més sintomas
Fallecimiento por MG (D of MG) Incluye complicaciones del tratamiento o en los 30 primeros dias post-timectomia

Tabla 2: MGFA-PIS.

1.5. DIAGNOSTICO
El diagnostico de MG se basa en la presencia de sintomas y signos clinicos compatibles. La confir-
macion del diagnostico se puede realizar mediante pruebas inmunologicas, electrofisiolégicas o

bien mediante tests farmacoldgicos.

1.5.1. Pruebasinmunolégicas

Se basa en la determinaciéon de anticuerpos en suero. Los anticuerpos anti-RACh se deben
detectar mediante RIA, que determina la cantidad de anticuerpos que inmunoprecipitan RACh de
musculo humano solubilizado radiomarcado con a-bungarotoxina I'*>. Mediante este método se
puede determinar la presencia del autoanticuerpo asi como estimar de forma precisa su titulo 8
Existe un kit de ELISA comercial, pero no debe utilizarse para diagndstico por presentar tanto

falsos positivos como falsos negativos.

Los anticuerpos anti-MuSK también deben medirse mediante RIA, utilizando el dominio extrace-

lular completo de MuSK humano radiomarcado con ' 2

Los anticuerpos anti-Cortactin se pueden determinar mediante ELISA (OD>0.2) aunque es reco-

mendable confirmar su positividad mediante Western blot >3,
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1.5.2. Estudio electrofisiologico
El estudio electrofisiolégico permite estudiar el funcionamiento de la UNM. Se basa en dos
técnicas: la estimulacion repetitiva a bajas frecuencias y la electromiografia de fibra aislada. Son

técnicas que requieren formacion especifica para su correcta realizacion e interpretacion.

1.5.2.1. Estimulacion repetitiva a bajas frecuencias

Consiste en aplicar un tren de 10 estimulos supramaximos repetidos a bajas frecuencias
(2-5 Hz). Normalmente el protocolo incluye explorar un territorio distal (nervio cubital) y un terri-
torio proximal (nervio espinal accesorio), en algunos casos se estudia también el nervio facial.
La sensibilidad de la prueba es mayor si se explora un musculo débil. Es muy importante suprimir

la administracion de piridostigmina al menos durante 12 horas antes de realizarse la prueba.
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Figura 17: Estimulacion repetitiva a bajas frecuencias en nervio cubital:
A) normal y B) decremento patolégico.

En la MG, la estimulacion repetitiva a bajas frecuencias produce una caida en la amplitud mayor
del 10% del 4° o 5° potencial de acciéon muscular compuesto, lo que se conoce como decremento
(Figura 17). La sensibilidad de la técnica es del 75% en pacientes con MG generalizada y del 50%
en pacientes con MG ocular. Esta alteracion es especifica de trastornos de la UNM pero no de MG,
ya que puede encontrarse un decremento patoldgico en pacientes con Miastenia congénita o

Sindrome de Eaton-Lambert ®’.
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1.5.2.2. Electromiografia de fibra aislada

Para realizar un estudio electromiografico de fibra aislada se requiere un electrodo de aguja
concéntrica especial, con una superficie de registro muy reducida (25 um), que permite analizar
de forma selectiva el potencial de accion de una uUnica fibra muscular. Cuando se realiza una
estimulacion mantenida de un nervio motor, la latencia desde el estimulo hasta el potencial de
accion motor varia entre descargas. Este intervalo se conoce como jitter y se debe al retraso
sinaptico en la formacion de potenciales de accién entre fibras que dependen de la misma unidad

motora (Figura 18).

En la MG puede encontrarse un aumento del jitter o bloqueos de conduccion, lo que traduce una
inestabilidad de la transmision neuromuscular. El estudio suele realizarse en el musculo frontalis,
mediante estimulacion voluntaria leve del musculo o estimulacion eléctrica con aguja mono-
polar, y deben estudiarse un minimo de 20 fibras. Se considera patoldégico un jitter medio alar-
gado, un jitter individual aumentado en mas del 10% de las fibras o la presencia de bloqueos.
La fibra aislada es la técnica mas sensible para diagnosticar un trastorno de la UNM. Sin embargo,
el aumento deljitter no es especifico de MG, ya que puede observarse en otras condiciones como
las distrofias musculares o procesos que cursan con denervacion-reinervacion como la esclerosis

lateral amiotréfica .

Figura 18: Aumento del jitter en estudio electromiogréfico de fibra aislada.
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1.5.3. Tests farmacoldgicos
El test de Tensilén consiste en administrar via endovenosa bromuro de edrofonio, un inhibidor de
la acetilcolinesterasa, y observar si el paciente presenta mejoria clinica. Si esta se produce suele

serinmediata, y su duracion varia entre 2-20 minutos (Figura 19). Durante la realizacion del test el

paciente debe estar monitorizado dado que pueden aparecer efectos secundarios muscarinicos
88-89

(bradicardia, hipotension, broncoespasmo), que pueden ser potencialmente graves

Figura 19: Test de Tensilon. Se observa ptosis derecha y paresia del recto superior derecho.
Tras la administracion de bromuro de edrofonio, se observa mejoria clinica inmediata.

Cortesia Dr. Carles Roig.

En la practica clinica habitual es mucho mas sencillo administrar 60 mg de piridostigmina y reeva-
luar al paciente 30 minutos después para observar si existe mejoria clinica (Figura 20), ya que
no requiere la monitorizacién del paciente por la escasa frecuencia de efectos secundarios, que

cuando ocurren son leves (diarrea, dolor abdominal).
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Figura 20: Test de piridostigmina. A) Ptosis bilateral en paciente con MG anti-RACh;
B) 30 minutos después del tratamiento con 60 mg de piridostigmina se observa apertura
palpebral normal.

El test del hielo es una prueba no farmacoldgica que resulta Util cuando existe clinica ocular, espe-
cialmente ptosis. Consiste en aplicar hielo local durante 2 minutos y observar si existe mejoria
clinica (Figura 21). Se cree que la sintomatologia mejora porque la acetilcolinesterasa se inhibe a

una temperatura muscular reducida %0

Figura 21: Test del hielo: A) Se observa ptosis derecha;
B) Tras la aplicacién de hielo local durante 2 minutos se observa mejorfa clinica de la ptosis.

Cortesfa Dr. Carles Roig.

1.5.4. Estudio radiolégico
Ante la sospecha clinica de MG debe realizarse una tomografia axial computarizada o una reso-

nancia magnética de torax para determinar la presencia de patologia timica 8

1.6. TRATAMIENTO

La respuesta al tratamiento en los pacientes con MG es muy variable. En el momento actual,
el tratamiento se realiza siguiendo las guias clinicas realizadas por expertos en el tratamiento
de la enfermedad 7. El objetivo del tratamiento es alcanzar un MGFA-PIS de manifestaciones

minimas o mejor, con los minimos efectos adversos o
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1.6.1. Opciones terapéuticas

1.6.1.1. Tratamiento sintomdtico

Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa se utilizan para el tratamiento sintomatico de los pacientes
con MG. Actian aumentando la ACh disponible en la UNM, de manera que facilitan su unién al RACh.
La piridostigmina es el mas utilizado, y su dosis depende en gran medida de los sintomas del paciente,
de la actividad diaria que realice, de la respuesta al farmaco y de la presencia de efectos secundarios
(dolor abdominal y/o diarrea), que son muy variables entre pacientes. En un porcentaje elevado de
casos, el tratamiento con piridostigmina Unicamente no controla por completo los sintomas de la
enfermedad, pero en algunos casos puede ser suficiente. El efecto beneficioso de la piridostigmina en

los pacientes con MG anti-MuSK es limitado 92,

3,4 - Diaminopiridina

La 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP) mejora la transmision neuromuscular al aumentar la libera-
cién cuantica de ACh inhibiendo canales de potasio regulados por voltaje y activando canales
de calcio dependientes de voltaje. Es un tratamiento ampliamente utilizado en el tratamiento
sintomatico del sindrome de Eaton-Lambert y en algunos subtipos de Miastenia congénita.
Recientemente se ha descrito el caso de un paciente con MG anti-MuSK con escasa respuesta a
piridostigmina que presentd una respuesta clinica favorable y una buena tolerancia a 3,4-DAP.
Aunque se trata de la observacion clinica de un Unico paciente no comparado con controles, el
caso proporciona evidencia de que 3,4-DAP puede ser efectivo como tratamiento sintomatico

en MG anti-MuSK 4,

1.6.1.2. Timectomia

La realizacion de timectomia en MG se baso inicialmente en la observacion de que los pacientes con
MG y timoma mejoraban clinicamente tras la extirpacion quirdrgica del timo. A raiz de esta observa-
cion, durante varias décadas se empled la timectomia empiricamente como tratamiento en pacientes
con MG no asociada a timoma. Posteriormente, la realizacion de timectomia se relegé a un segundo

plano en muchos centros debido a la aparicion de otras opciones terapéuticas (inmunosupresores
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e inmunomoduladores) y a la reticencia de los pacientes a la cirugia por el riesgo quirdrgico y el

post-operatorio doloroso tras una esternotomia.

Hasta hace poco existian discrepancias en cuanto al beneficio de la timectomia en MG no asociada
a timoma entre los expertos en MG. En 2016 se publicd un ensayo clinico multicéntrico, interna-
cional, prospectivo, enmascarado y randomizado sobre timectomia en MG anti-RACh no asociada
a timoma. El estudio concluyd que los pacientes timectomizados presentan mayor mejoria clinica,
requieren menor dosis de prednisona y presentan menor nimero de recidivas en un periodo de

seguimiento de 3 afos, comparado con los pacientes no timectomizados (Figura 22) >
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Figura 22: A) Quantitative Myasthenia Gravis score (QMG);
y B) Dosis de prednisona, por grupo de tratamiento.
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Ademas, en el momento actual la timectomia se realiza por toracoscopia (VATS - video-assisted
thoracoscopic surgery), método que garantiza la extirpacion completa del timo con bajisima
morbi-mortalidad peri-quirdrgica y una recuperacion rapida y poco dolorosa % Por tanto, actual-

mente se recomienda la realizacién de timectomia: 1) pacientes con MG asociada a timoma 8l.

y 2) pacientes con MG anti-RACh no asociada a timoma menores de 65 anos >

1.6.1.3. Tratamiento inmunomodulador

Las inmunoglobulinas y el recambio plasmatico son tratamientos con efecto rapido pero poco
duradero. Por este motivo, se utilizan como tratamiento en las exacerbaciones o en situaciones
de riesgo vital en las que se requiere una respuesta clinica rapida. En algunas ocasiones, princi-
palmente en pacientes farmacorresistentes, se pueden utilizar como tratamiento periédico de
mantenimiento 7", Ensayos randomizados y controlados han demostrado una eficacia similar

entre ambos tratamientos 97.

Inmunoglobulina endovenosa o subcutanea

La inmunoglobulina endovenosa (IGEV) suele ser el tratamiento inicial en caso de exacerbacion clinica.
El tratamiento se suele administrar a dosis de 2 g/Kg repartido en 3 o 5 dias, y requiere administracion
hospitalaria, bien en sala de hospitalizacion o en hospital de dia. El mecanismo por el cual las IGEV
producen la mejoria de los sintomas en MG se desconoce, aunque se hipotetiza que sus dos funciones
principales son la competicion con los autoanticuerpos y la union al receptor Fc. Las IGEV producen
mejoria clinica de forma rapida (< 15 dias) y su efecto suele durar aproximadamente 2 meses. Su efecto
secundario mas comun es la cefalea, otros efectos secundarios mas graves son poco frecuentes.

Los pacientes MuSK no suelen presentar una respuesta favorable al tratamiento con IGEV %8

En algunos casos los pacientes requieren la administracion de IGEV de forma periddica como
tratamiento de mantenimiento. En estos casos una opcion novedosa y Util es la administracion
del tratamiento via subcutdnea (IGSC). La IGSC puede autoadministrarse en domicilio, lo que la
convierte en un tratamiento comodo y practico. Estudios recientes confirman su equivalencia en

cuanto a resultados clinicos y demuestran un alto grado de satisfaccion por los pacientes %,
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Recambio plasmatico

El recambio plasmatico suele utilizarse en casos de exacerbacion clinica, principalmente en
pacientes con MG anti-RACh o seronegativa sin respuesta a IGEV, o como primera opcién en
pacientes MuSK. El recambio plasmatico reduce temporalmente la concentracion de anti-
cuerpos circulantes y produce mejoria clinica en cuestion de dias en la mayoria de los pacientes.
Se suelen realizar recambios a dias alternos hasta 5-7 veces habitualmente, aunque hay pacientes
que requieren un mayor numero. Los efectos secundarios mas frecuentes suelen ser hipotension
y parestesias por hipocalcemia inducida por citrato. Ademas pueden alterar los factores de la

coagulacién, por lo que requieren controles analiticos frecuentes o

1.6.1.4. Tratamiento inmunosupresor

Prednisona

Fue el primer inmunosupresor utilizado en MGy sigue siendo el primer farmaco utilizado cuando
los inhibidores de la acetilcolinestarasa no son capaces de controlar los sintomas de la enfer-
medad. Se suelen iniciar a dosis de Tmg/Kg/dia y, una vez conseguida la mejoria clinica (normal-
mente en 1-3 meses), se reduce su dosis de forma progresiva. Se suele mantener a dosis bajas y
administrar a dias alternos como tratamiento de mantenimiento durante anos. Algunos pacientes
pueden experimentar un empeoramiento clinico transitorio en los primeros 7-10 dias tras iniciar la
prednisona a dosis altas, por lo que es recomendable ingresar al paciente cuando se inicia el trata-
miento. Varios estudios retrospectivos sobre el tratamiento corticoideo en MG demuestran que
mas del 73% de los pacientes alcanzaron mejoria importante o remision clinica. Los corticoides
pueden tener efectos adversos si su uso es cronico y a dosis altas (hipertension, intolerancia a la
glucosa o diabetes mellitus, osteoporosis, cataratas, glaucoma, Ulcera péptica, retencion de sodio

y liquidos, obesidad, pérdida de potasio, ansiedad o psicosis) 100-102

Azatioprina
La azatioprina es un antimetabolito de las purinas que interfiere con la proliferaciéon de las
células Ty B. La azatioprina se puede usar en monoterapia o bien combinada con prednisona,

como adyuvante o ahorrador de dosis de corticoides. El tratamiento suele ser efectivo, estudios
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retrospectivos han indicado que el 70-90% de los pacientes presentan mejoria, pero su efecto

103104 | 3 dosis terapéutica habitual es de 100-150 mg al dia, y se

tarda 9-12 meses en aparecer
calcula para cada paciente por peso y determinacion de la enzima Tiopurinametiltransferasa
(TPMT). Los efectos adversos del tratamiento estan en relacion con la actividad de esta enzima,
ya que interviene en el metabolismo de la azatioprina. Los efectos adversos potencialmente mas
graves son la hepatotoxicidad y la mielodepresion, aunque son reversibles si se detectan precoz-

mente y se retira el tratamiento, por lo que es recomendable seguimiento analitico periddico 105

Micofenolato mofetil

El micofenolato mofetil bloquea selectivamente la sintesis de las purinas, suprimiendo por tanto la
proliferacion de las células By T. El micofenolato mofetil se suele usar como adyuvante o ahorrador
de dosis de prednisona. El beneficio clinico de este farmaco se ha sugerido en series de casos y
estudios retrospectivos 106-107 y se utiliza en la practica diaria a dosis de 1-3 g al dia. Sin embargo,
dos estudios controlados no han demostrado mayor beneficio de este farmaco comparado con

198199 Estos resultados negativos se deben probablemente a la corta

prednisona 20 mg al dia
duracion del estudio, ya que el micofenolato mofetil requiere aproximadamente 6 meses para

poder observar su efecto beneficioso.

Ciclosporina
La ciclosporina inhibe la proliferacion de las células T mediante la disrupcion de la sefalizacion de
calcineurina, bloqueando la sintesis de interleuquina-2 y otras proteinas esenciales para la funciéon

H, asi como estudios retros-

de las células T CD4. Un ensayo clinico randomizado y controlado 110
pectivos "2 han demostrado la eficacia de este farmaco en MG como farmaco ahorrador de corti-
coides. La ciclosporina se administra a dosis de 4mg/Kg/dia aproximadamente, ajustando segun
niveles plasmaticos. Su efecto es rapido, puede ser observado en 1-3 meses de tratamiento, y por
este motivo se utiliza también como segundo farmaco en pacientes resistentes a prednisona con

formas graves de la enfermedad. Los efectos secundarios mas frecuentes son hirsutismo, hiper-

plasia gingival, hipertension y nefrotoxicidad.
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Rituximab

El rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico dirigido contra el marcador de superficie
CD20 de las células B. El farmaco produce la reduccion de células B circulantes y fue inicialmente
utilizado para el tratamiento del linfoma no Hodgkin de células B 137114 posteriormente emergio

como una herramienta terapéutica Util para el manejo de enfermedades autoinmunes 115116

Las células B autorreactivas tienen un claro papel patogénico en el desarrollo de la MG, y por
este motivo el rituximab se ha usado en pacientes con MG farmacorresistente. El rituximab ha
demostrado ser efectivo en MG anti-RACh y anti-MuSK, aunque su beneficio clinico es mayor y

mas prolongado en pacientes MG anti-MuSK (Figura 23) 3> 17120
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Figura 23: MGFA antes del tratamiento con rituximab y MGFA-PIS representados en grafico
de barras para MG anti-MuSK y MG anti-RACh. Titulos de anticuerpos anti-AChR y anti-MuSK,
lgG total, IgM e IgG especifica del toxoide antitetanico (ATT) expresadas como porcentaje de

disminucién o incremento representados en grafico de lineas.

Diaz-Manera et al, Neurology. 2012 3

De hecho, el rituximab también ha demostrado ser un farmaco notablemente efectivo en otras
enfermedades mediadas porIgG4 del sistema nervioso central y periférico 12 y el tejido conectivo

de la piel 122 5 los rifnones %3, Esta excelente respuesta al rituximab de las enfermedades mediadas
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por anticuerpos de la subclase IgG4 es un dato mas a favor de que comparten un mecanismo
patogénico comun: la interferencia mecanica de las interacciones extracelulares ligando-receptor

por estos anticuerpos “.

Los protocolos de infusion de rituximab en enfermedades autoinmunes difieren mucho entre
centros. El régimen habitualmente utilizado en nuestro centro se basa en 6 administraciones
del farmaco via endovenosa, a dosis de 375mg/m? de superficie corporal, administradas sema-
nalmente las 4 primeras dosis y mensualmente las dos restantes. Habitualmente se administra
pre-medicacion con antihistaminicos, corticoides y analgesia para reducir al maximo la posibi-

lidad de una reaccion alérgica.

Los pacientes suelen tolerar adecuadamente el farmaco. Sin embargo, se han descrito algunos
efectos adversos potencialmente graves. La leucoencefalopatia multifocal progresiva, producida
por la infeccion del virus JC, es un efecto secundario grave y potencialmente mortal del rituximab,
aungue en MG Unicamente se ha reportado un caso 124 €] sindrome de lisis tumoral es un posible
efecto secundario del farmaco en el tratamiento del linfoma no Hodgkin de células B, que nunca
se ha descrito en MG. Es conveniente realizar un estudio serolégico de hepatitis B antes de la
administracion del farmaco, ya que podria darse la reactivacion del virus 125 También es necesario
un estudio quantiferon de tuberculosis, ya que el paciente deberia recibir tratamiento especifico

en caso de ser positivo.

Tacrolimus

El tacrolimus tiene un mecanismo de actuacion similar a la ciclosporina. Su efecto beneficioso en
pacientes con MG se ha reportado en diversos estudios 126 incluido un ensayo randomizado no
enmascarado en 36 pacientes con MG de debut 127 Se le considera util como ahorrador de corti-
coides %8, pero su efecto beneficioso no ha demostrado ser superior a prednisona. La dosis habi-
tual es de 3-5 mg al dia, aunque también debe ajustarse segun niveles plasmaticos. Los efectos
secundarios mas relevantes de este farmaco son hipertension, nefrotoxicidad, neurotoxicidad,

diabetes mellitus, hipercolesterolemia e infecciones oportunistas.
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Ciclofosfamida

La ciclofosfamida es un agente antiproliferativo no especifico del ciclo celular que, tras su biotrans-
formacion hepatica a metabolitos activos, ejerce su accion citotoxica principalmente mediante
enlaces cruzados covalentes de acidos nucleicos, lo que da como resultado una replicacion no
emparejada de ADN y el dafno en la estructura del ADN. En un ensayo randomizado y controlado,
la administracion de bolus intravenosos de ciclofosfamida (500 mg/m? superficie corporal) en
pacientes con MG farmacorresistente, demostré una mejoria de la fuerza muscular y disminucion
del requerimiento de cortisona 12% También se ha observado respuesta favorable en pacientes
tratados con dosis altas (50 mg/Kg/dia) de ciclofosfamida durante 4 dias sequida de terapia
de rescate, con un efecto beneficioso sostenido durante varios afos sin recaidas clinicas "°°.

Sin embargo, el farmaco tiene efectos secundarios frecuentes e importantes: mielosupresion,

cistitis hemorragica y aumento del riesgo de infecciones y cancer.

1.6.2. Algoritmo terapéutico en MG anti-RACh
La piridostigmina suele ser el primer farmaco utilizado ante la sospecha de MG. En algunos casos
puede administrarse como tratamiento Unico si produce un buen control de los sintomas, pero en

la mayoria de los pacientes se utiliza como tratamiento sintomatico adyuvante.

Si el paciente presenta un timoma o en pacientes menores de 65 afios sin timoma, se realiza la

extirpacion quirdrgica del timo.

El farmaco utilizado como tratamiento inmunosupresor de base en MG anti-RACh es la predni-
sona. En casos de resistencia a la prednisona, efectos secundarios/intolerancia, o dependencia a
dosis altas de prednisona (> 40 mg a dias alternos) se suma un segundo inmunosupresor. Por un
perfil de efectos adversos mas favorable y habitual buena tolerancia, el sequndo farmaco suele
ser la azatioprina. Si el paciente presenta un TPMT bajo y no puede tomar este tratamiento o bien
no presenta una respuesta favorable, se opta por micofenolato mofetil. En casos de resistencia
a los tratamientos previos, o necesidad de una respuesta rapida por el estado de gravedad del

paciente, se suele optar por ciclosporina.
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En casos de farmacorresistencia, existen diferentes opciones terapéuticas: rituximab, tacrolimus o ciclo-
fosfamida. Habitualmente se prefiere como primera opcién el rituximab, ya que tiene un perfil de
efectos adversos mejor y suele ser un farmaco bien tolerado. La farmacorresistencia se define como la

falta de respuesta a prednisona vy otros dos farmacos inmunosupresores convencionales.

En casos de debilidad grave o exacerbacion, tanto las IGEV como el recambio plasmatico han
mostrado eficacia similar. En pacientes farmacorresistentes, se puede administrar IGEV/IGSC o reali-

zarse recambio plasmatico de forma periédica como tratamiento de mantenimiento (Figura 24) o2

IGEV
Recambio plasmatico
Piridostigmina 8
Debilidad grave
Exacerbacion

[ Timectomia Prednisona Manteimiento

Timoma

No timoma < 65a
Azatioprina
Micofenolato
Ciclosporina

Ciclofosfamida
Tacrolimus
Figura 24: Algoritmo terapéutico en MG anti-RACh.

1.6.3. Algoritmo terapéutico en MG anti-MuSK

Segun nuestra serie clinica, alrededor de un 40% de pacientes con MG anti-MuSK presenta una
excelente respuesta a prednisona. Si el paciente presenta resistencia a este inmunosupresor, y
en base a la evidencia cientifica actual >> ”8'”9, la recomendacion es realizar tratamiento con
rituximalb. En caso de inicio o exacerbacion grave, el recambio plasmatico suele dar mejores resul-
tados que las IGEV. Dado que la piridostigmina no suele ser eficaz, se puede plantear tratamiento

sintomatico con 3,4-DAP (Figura 25) o4
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Figura 25: Algoritmo terapéutico en MG anti-MuSK.

1.6.4. Algoritmo terapéutico en MG seronegativa
El algoritmo terapéutico en MG seronegativa es superponible al de la MG anti-RACh (Figura 24)

9192 En el caso de la MG seronegativa no se realiza timectomia si no existe evidencia de timoma,

hecho que es excepcional.

37






HIPOTESIS






HIPOTESIS

HIPOTESIS 1
Los anticuerpos anti-cortactin son un biomarcador en MG seronegativa y los pacientes que los

presentan muestran un fenotipo clinico determinado.

HIPOTESIS 2
Rituximab es eficaz para el tratamiento de la MG anti-MuSK farmacorresistente y su posologia

determina la frecuencia de recaidas y duracion del efecto beneficioso.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

» Describir nuevos biomarcadores diagnosticos y pronosticos en Miastenia Gravis.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

» Detectar la presencia de anticuerpos anti-cortactin mediante ELISA y Western blot en
el suero obtenido en el momento del diagnoéstico de nuestra serie de pacientes con

diagnostico definitivo de MG y en controles sanos y evaluar su frecuencia.
» Describir el fenotipo clinico de los pacientes con anticuerpos anti-cortactin.

» Describir la respuesta al tratamiento con rituximab de pacientes con MG anti-MuSK

definidos como pacientes farmacorresistentes.

» Determinar si la frecuencia de recidivas y la duracion del efecto beneficioso del tratamiento

varia en funcion del protocolo de administracion de rituximab empleado.
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Abstract

Objective: To evaluate whether the clinical benefit and relapse rates in anti-
muscle-specific kinase (MuSK) myasthenia gravis (MG) differ depending on the
protocol of rituximab followed. Methods: This retrospective multicentre study
in patients with MuSK MG compared three rituximab protocols in terms of
clinical status, relapse, changes in treatment, and adverse side effects. The pri-
mary effectiveness endpoint was clinical relapse requiring a further infusion of
rituximab. Survival curves were estimated using Kaplan-Meier methods and
survival analyses were undertaken using Cox proportional-hazards models.
Results: Twenty-five patients were included: 11 treated with protocol 4 + 2
(375 mg/m*/4 weeks, then monthly for 2 months), five treated with protocol
1+ 1 (two 1g doses 2 weeks apart), and nine treated with protocol 4
(375 mg/m2/4 weeks). Mean follow-up was 5.0 years (SD 3.3). Relapse occurred
in 18.2%, 80%, and 33.3%, and mean time to relapse was 3.5 (SD 1.5), 1.1 (SD
0.4), and 2.5 (SD 1.4) years, respectively. Based on Kaplan—Meier estimates,
patients treated with protocol 4 + 2 had fewer and later relapses than patients
treated with the other two protocols (log-rank test P = 0.0001). Patients treated
with protocol 1 + 1 had a higher risk of relapse than patients treated with pro-
tocol 4 + 2 (HR 112.8, 95% CI, 5.7-2250.4, P = 0.002). Patients treated with
protocol 4 showed a trend to a higher risk of relapse than those treated with
protocol 4 +2 (HR 9.2, 95% CI 0.9-91.8, P = 0.059). Interpretation: This
study provides class IV evidence that the 4 + 2 rituximab protocol has a lower
clinical relapse rate and produces a more durable response than the 1 + 1 and
4 protocols in patients with MuSK MG.

© 2018 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association. 1
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Introduction

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease caused
by antibodies to antigens of the postsynaptic neuromus-
cular junction and clinically characterized by fatigable
muscle weakness."> Approximately, 5% of MG patients
have autoantibodies against muscle-specific kinase
(MuSK),*” and the frequency is higher if an IgG-specific
MuSK-cell-based assay is used to detect these antibodies.®
MuSK antibody titers are mainly of the IgG4 subclass and
considered to correlate with patients’ clinical status.”'°
Patients with MuSK MG often present early, severe bulbar
and respiratory involvement. Furthermore, they have a
poorer response to acetylcholine esterase inhibitors, stan-
dard immunosuppressant therapies, and intravenous
immunoglobuline than MG patients without MuSK.'® For
these reasons, the need for an efficient drug to treat
patients with MuSK MG has long been awaited.

Rituximab, a monoclonal antibody that targets the
CD20 antigen in B cells, was first used to treat non-
Hodgkin’s B-cell lymphoma.''™ However, it later
emerged as a highly effective tool to manage autoimmune
diseases."*'> As autoreactive B cells have a clear patho-
genic role in the development of MG, rituximab has been
used in drug-resistant MG patients and several authors
have described its benefits."° Rituximab has proven to
be more effective and to have a longer clinical benefit in
patients with antibodies against MuSK'”** than in
patients with anti-acetylcholine receptor (AChR)-positive
MG.

Rituximab has also shown to be a remarkably effective
drug in other IgG4-mediated diseases of the central and
peripheral nervous system and connective tissue of the
skin or kidneys, such as CIDP with anti-Contactin-1 and
anti-Neurofascin-155 antibodies,?' % pemphigus,24 mem-
branous glomerulonephritis,”®> and LGI1 limbic encephali-
tis.”*2® Al IgG4-mediated disorders seem to share
similarities in epitope binding, human leukocyte antigen
associations, disease mechanism, and underlying etiology,
thus explaining the extraordinary response to rituximab
observed in all such disorders.*”

We previously reported the benefits of rituximab in a
large series of drug-resistant patients (11 AChR-positive
MG and 6 MuSK-positive MG). Remarkably, all six
patients with MuSK MG achieved minimal manifestations
(MM) or a better Myasthenia Gravis Foundation of
America post-intervention status (MGFA PIS), and no
additional infusions were required during a 31-month fol-
low-up (4-60). The protocol we used was 375 mg/m’
weekly for 4 weeks, then monthly for 2 months (4 + 2)."”

Infusion protocols for rituximab in autoimmune dis-
orders'*17253% differ, and no protocol has yet been
established for rituximab in MuSK MG. We wondered
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whether our treatment regimen contributed to the
excellent long-term outcome of MuSK MG. Here, we
describe the clinical follow-up in 25 patients with
MuSK MG treated with different infusion protocols of
rituximab. We report the clinical effectiveness, adverse
effects, and differences in clinical outcomes in patients
treated with the three most commonly used rituximab
treatment protocols.

Methods

Patients and clinical evaluation

In this multicentre, retrospective observational study, we
included all patients with MuSK MG treated with ritux-
imab at 11 hospitals in Spain between January 1, 2006
and March 31, 2016. We collected demographic and clini-
cal data at onset and during follow-up. Patients were fol-
lowed until November 30, 2017. To assess the clinical
response, the MGFA PIS was determined periodically, and
relapse rate and changes in treatment were recorded. The
primary effectiveness endpoint was clinical relapse requir-
ing a further infusion of rituximab. Safety was evaluated
based on the effects of rituximab treatment on mortality
and morbidity.

Treatment protocol

The standard treatment protocol for patients with MuSK
MG is first-line prednisone and second-line immunosup-
pressors (azathioprine/mycophenolate followed by cyclos-
porine) if the response is not adequate or if the dose of
prednisone required is higher than 40 mg every other
day. Patients were considered drug-resistant when no
significant clinical improvement was achieved after pred-
nisone and at least two second-line immunosuppres-
sants.”’ Patients with MGFA IV or V and no response to
prednisone were treated with rituximab as a second-line
drug in accordance with our previous results."” Rituximab
was administered following one of three protocols:
(4 +2) 375 mg/m* every week for four consecutive weeks
and then monthly for the next 2 months; (1 + 1) two 1 g
doses separated by 2 weeks; and (4) 375 mg/m® every
week for four consecutive weeks. Rituximab re-infusions
were administered only if patients relapsed. A relapse was
defined as the reappearance of myasthenic symptoms that
limited daily activity.

Protocol approval and patients’ informed
consent

Informed consent was obtained from all patients and the
study was approved by the ethics committees at all

2 © 2018 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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participating hospitals. Permission for compassionate use
of rituximab was given by the Spanish Ministry of
Health.

Statistical analysis

A descriptive data analysis was performed. Demographic
characteristics are reported as means and standard devia-
tions (SD) for quantitative variables and as percentages
for categorical variables. Differences between patient sub-
groups in baseline characteristics were evaluated using
ANOVA to compare categorical variables and the Mann—
Whitney U test to compare quantitative variables. Log-
rank tests were used to compare Kaplan—Meier estimates
for survival curves for the three treatment groups in a
time-to-first-event analysis. Hazard ratios and 95% confi-
dence intervals were estimated using a Cox proportional-
hazards model. Survival time was from the date of the
first rituximab dose to date of reinfusion due to clinical
relapse. Patients with no relapse were censored at date of
last follow-up. Data analysis was carried out using Stata
13.0 (StataCorp, College Station, TX) for Windows.

Results

Twenty-five patients with MuSK MG were included in
the study: 11 were treated with protocol 4 + 2, five were
treated with protocol 1 + 1, and nine were treated with
protocol 4. Table 1 summarizes the demographic and
clinical characteristics of the three treatment groups. The

Rituximab Protocol on the Long-Term Outcome in MuSK Myasthenia

only significant difference between groups in baseline
characteristics in the univariate analyses was age at onset
(P = 0.035). Age at which rituximab was started did not
differ significantly between groups (P = 0.449). Treatment
with rituximab was associated with a significant improve-
ment in all patients, and all achieved MM or a better
MGFA PIS. After rituximab was started, other treatment,
especially prednisone, was decreased or withdrawn in all
patients (Table 2). Patients were followed up for a mean
of 5.0 years (SD 3.3).

No patient presented severe adverse events. During the
infusion, seven patients presented mild symptoms: three
of the 11 patients in the 4 + 2 protocol group (one facial
paresthesias, one fever, and one skin and mucous itch-
ing); one of the five patients in the 1 + 1 protocol group
(mild gastrointestinal symptoms); and three of the nine
patients in the protocol 4 group (two patients with skin
rash and one fatigue). All these symptoms disappeared
when premedication with antihistamine and steroid treat-
ment was given before further infusions of rituximab.

Relapse occurred in two patients in group 4 + 2, in four
patients in group 1 + I, and in three patients in group 4,
resulting in relapse rates of 18.2%, 80%, and 33.3%, respec-
tively. The mean time to relapse was 3.5 years (SD 1.5, Min
2.5-Max 4.6), 1.1 years (SD 0.4, Min 0.7-Max 1.6), and
2.5 years (SD 1.4, Min 1.2-Max 4.1), respectively. Kaplan—
Meier estimates showed a clear difference in survival curves
among groups, with patients treated with protocol 4 + 2
having fewer relapses (log-rank test P = 0.0001). Survival
curves are shown in Figure 1.

Table 1. Demographic and clinical data of patients included in the study and comparison between groups.

4 + 2 doses (n = 11) 1+1(n=5) 4 doses (n =9) P
Age at onset (years)
Mean (SD) 47.2 (15.7) 39.5(17.4) 30.5 (9.6) 0.035
Min—-Max 14.7-73.8 18.3-65.9 17.0-45.9
Sex (% female) 11 (100%) 4 (80%) 9 (100%) 0.200
Worst MGFA class IIB 3 (27.3%) IIB 2 (40%) IIB 6 (66.7%) 0.073
IVB 6 (54.5%) lIB 1 (20%) IVB 1 (11.1%)
V2 (18.2%) IVB 1 (20%) V 2 (22.2%)
V1 (20%)
Age when RTX was started (years)
Mean (SD) 55.4 (12.5) 46.3 (21.9) 49.2 (16.5) 0.449
Min-Max 35.3-78.9 19.4-78.9 26.5-70.1
Best MGFA PIS CRS 5 (45.4%) CSR 1 (20%) CSR 1 (11.1%) 0.335

PR 2 (18.2%)
MM 4 (36.4%)
Follow-up (years)
Mean (SD)
Min-Max
MGFA PIS last visit

6.6 (3.5
1.4-11.6
CRS 4 (36.4%)
PR 1(9.1%)
MM 6 (54.6%)

PR 3 (60%)
MM 1 (20%)

PR 2 (22.2%)
MM 6 (66.7%)

3.5(1.9 4.0 (3.3) 0.114
1.3-6.3 1.6-11.7
CRS 2 (40%) CSR 1 (11.1%) 0.665

PR 1 (20%)
MM 2 (40%)

PR 2 (22.2%)
MM 6 (66.7%)

© 2018 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association. 3
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Table 2. Previous treatments, treatment before rituximab, and treatment at last evaluation for each patient. Time regarding how long treatment
was provided both for treatment before rituximab and treatment at last visit are provided in brackets.

Rituximab Treatment at last visit
Patient  protocol Previous treatments Treatment before rituximab (treatment duration) (treatment duration)
1 4+2 Pyridostigmine, Pyridostigmine 300 mg per day (6 months), PDN 60 mg None (53 months)
PDN, IVIG per day (1 month)
2 4+2 Pyridostigmine, DFZ 30 mg EOD (99 months), CYA 150 mg every 12 h DFZ 6 mg EOD (61 months),
DFZ, CYA (87 months), Pyridostigmine 300 mg per day (99 months) Pyridostigmine 240 mg per
day (61 months)
3 4+2 PDN, IVIG, CYA PDN 60 mg/5 mg EOD (4 months), CYA 100 mg every None (59 months)
12 h (2 months)
4 4+2 PDN, AZA, MMF, PDN 65 mg EOD (48 months), CYA 150 mg per day PDN 10 mg EOD (23 months)
CYA, VIG (9 months)
5 4+ 2 PDN, IVEG, PLEX, PDN 60 mg per day (2 months) PDN 40 mg EOD (17 months)
Pyridostigmine
6 442 PDN, THYM, AZA, Pyridostigmine if needed (38 months) (CPH abandoned None (24 months)
IVIG, CPH, CYA 19 months before)
7 442 THYM, PDN, AZA, MMF 2 g per day (3 months) None (96 months)
CPH, IVIG, MMF
8 4+2 PDN, THYM, AZA, MMF, PDN 15 mg EOD (5 months, 245 months in total with PDN 30 mg EOD (18 months)
CYA, IVIG, CPH PDN), MMF 2 g per day (3 months)
9 4+ 2 PDN, AZA PDN 40 mg EOD (19 months, 79 months in total with None
PDN)
10 4+ 2 PDN, AZA, IVIG, PDN 30 mg EOD (18 months, 51 months in total with Pyridostigmine if needed
CYA, PLEX PDN), CYA 125 mg per day (6 months) (30 months)
11 4+ 2 PDN, AZA, CYA, IVIG, PDN 80 mg EOD (28 months), Pyridostigmine 300 mg per ~ PDN 7 mg EOD (3 months)
Pyridostigmine day (29 months)
12 1+1 Pyridostigmine, PDN, MMF  PRD 60 mg EOD (1 month), Pyridostigmine if needed PDN 10 mg EOD (7 months)
13 1+1 PDN PDN 25 mg EOD (6 months), Pyridostigmine if needed None (12 months) (rituximab
when relapse)
14 1+1 PDN PDN 60 mg/30 mg EOD (4 months) None (35 months)
15 141 PDN, AZA, MMF PDN 40 mg per day (1 month, 223 months in total with PDN 12.5 mg per day
PDN) (29 months)
16 1+1 IVIG, PDN, MMF, PDN 45 mg EOD (47 months), CYA 100 mg every 12 h Pyridostigmine if needed
PLEX, CYA (10 months), Pyridostigmine 240 mg every day (21 months)
(11 months)
17 4 THYM, Pyridostigmine, PDN 5 mg EOD (60 months), TAC 2 mg every 12 h None (20 months)
PDN, TAC, PLEX (10 months), Pyridostigmine 120 mg per day (96 months)
18 4 PDN, THYM, IVIG, AZA PDN 20 mg per day (36 months), MMF 1 g per day MMF 1.500 g per day
(24 months) (30 months)
19 4 Pyridostigmine, PDN, AZA, TAC 1, 5 mg every 12 h (23 months), PDN 20 mg EOD CYA 125 mg every 12 h
TAC, IVIG, PLEX (23 months), Pyridostigmine 180 mg per day (35 months) (23 months), PDN 50 mg
EOD (23 months)
20 4 Pyridostigmine, PDN, AZA,  PDN 30 mg EOD (264 months), Pyridostigmine 360 mg PDN 10 mg per day (45 months)
PLEX, IVIG, THYM per day (265 months)
21 4 Pyridostigmine, PDN, PDN 30 mg per day (300 months) PDN 10 mg per day (53 months)
AZA, PLEX, IVIG, THYM
22 4 Pyridostigmine, PDN, AZA 111 mg per day (60 months) None (21 months)
AZA, PLEX
23 4 Pyridostigmine, PDN, AZA 111 mg per day (60 months), PDN 30 mg EOD PDN 10 mg EOD (26 months)
AZA, VIG, PLEX (120 months)
24 4 Pyridostigmine, PDN, MMF 2.5 g per day (45 moths), PDN 30 mg/15 mg EOD PDN 10 mg EOD (12 months)
AZA, MMF (71 months)
25 4 PDN, MTX, AZA, PDN 70 mg per day (106 months) None (116 months)
MMF, IVIG, PLEX

PDN, prednisone;

DFZ, Deflazacort; AZA, azathioprine; MMF, Mycophenolate mofetil;

CYA,

cyclosporine;

TAC, Tacrolimus; CPH,

cyclophosphamide; MTX, methotrexate; IVIG, intravenous immunoglobulin; PLEX, plasma exchange; THYM, thymectomy; EOD, Every other day.

4 © 2018 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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Figure 1. Kaplan-Meier survival curves for relapse in each group of patients with MuSK MG according to the rituximab protocol followed:
(4 +2) 375 mg/m? every week for four consecutive weeks and then monthly for the next 2 months; (1 + 1) two 1 g doses separated by

2 weeks; and (4) 375 mg/m? every week for four consecutive weeks.

The Cox proportional-hazards regression model
showed that patients treated with protocol 1 + 1 had a
higher risk of relapse and a greater need for reinfusion
with rituximab than patients treated with protocol 4 + 2
(hazard ratio [HR] 112.8, 95% confidence interval [CI],
5.7-2250.4, P = 0.002). Patients treated with protocol 4
also showed a trend to a higher risk of relapse than
patients treated with protocol 4 + 2 (HR 9.2, 95% CI
0.9-91.8, P =0.059) (likelihood ratio test = 15.1,
P =0.0005).

Discussion

Rituximab has previously shown level IV evidence as a
beneficial and durable treatment option for drug-resistant
MuSK MG."?° Our results further add that the treatment
protocol plays a key role in reducing clinical relapse and
achieving a long-lasting response. All patients included in
this study improved after rituximab treatment and all
patients achieved MM or a better MGFA PIS and a long-

lasting response after an extended follow-up. Moreover,
prednisone and other immunosuppressive therapies were
withdrawn or tapered to lower doses in all cases. Ritux-
imab was also found to be safe as no patient developed
severe side effects. The frequency of mild-moderate
adverse events did not differ between the three groups.
This finding is of particular note because most patients
had been treated previously with two or more immuno-
suppressive therapies. Close follow-up is recommended,
however, as several cases of side effects of rituximab have
been reported in patients with MG.*?

Various protocols of rituximab have been published to
treat patients with MuSK MG, and relapse rates and
durability of response have differed.'””** As no infusion
regimen has yet been standardized in this setting, we
compared the clinical response of 25 MuSK MG patients
treated with three different rituximab protocols. Because
all patients responded to the drug, the primary effective-
ness endpoint chosen was the appearance of a clinical
relapse requiring a further infusion of rituximab. Based

© 2018 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association. 5
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on Kaplan—Meier estimates, the most efficient protocol
was the 4 + 2 protocol. It showed the lowest relapse rate
(18.2%) and the longest time to relapse after an extended
follow-up period. The Cox proportional-hazards regres-
sion confirmed that patients treated with protocol 1 + 1
had a significantly higher risk of relapse and greater need
for reinfusion with rituximab than patients receiving the
4 + 2 protocol. Patients treated with the protocol based
on four doses also showed a trend toward a significantly
higher risk of relapse than those treated with protocol
4+ 2.

Although prominent B-cell pathology has been
described in MuSK MG,**>> the mechanism by which
IgG4 antibodies are produced remains unclear. Rituximab
works by depleting pre-B cells and mature and memory B
cells from the circulation. Exactly how this leads to anti-
body reduction, however, is still to be determined as
B-cell populations that do not express CD20 produce a
considerable portion of circulating immunoglobulin.*®
Why some patients relapse and other do not is unclear. A
recent study of autoantibody-producing cells during dis-
ease relapse in three MuSK MG subjects who had previ-
ously achieved rituximab-induced remission revealed
autoantibody-expressing CD27" B plasmablasts within the
reconstituted repertoire during relapse but not during
remission or in controls.”” The authors proposed that
MuSK-specific memory cells continuously supply a popu-
lation of short-lived, autoantibody-secreting plasmablasts,
and suggested that rituximab works by indirectly deplet-
ing the CD20— plasmablast population by diminishing
CD20" memory B cells. Alternatively, they hypothesized
that rituximab could work by directly depleting a fraction
of plasmablasts that may be CD20".

In our study, we observed that all patients with MuSK
MG treated with rituximab had a beneficial response. How-
ever, the relapse rate differed depending on the posology
used, with the 4 + 2 protocol being the most effective in
terms of response durability. We hypothesize that this proto-
col is more efficacious in depleting the pool of plasmablasts-
progenitor CD20" memory B cells or the subset of CD20"
plasmablasts than the two other protocols followed. Further
studies are needed to confirm this hypothesis.

The main limitation of our study is the small number
of patients. MuSK MG is a rare disorder, however, and as
not all cases are severe or drug-resistant, rituximab is not
always required. The strengths of the study are the signifi-
cant results in the statistical analysis, and particularly the
long clinical follow-up, with an overall mean of 5 years.

In summary, our findings add to the evidence that
rituximab is effective and safe in the treatment of MuSK
MG. We recommend treating patients with a sole induc-
tion regimen of rituximab following the protocol 4 + 2
(375 mg/m® every week for 4 consecutive weeks and then
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monthly for the next 2 months), since this protocol
ensures a minimal rate of clinical relapse and a long-last-
ing response to rituximab. To minimize potential adverse
events, we recommend re-treating patients with rituximab
in cases of clinical relapse only.
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5.1. ARTICULO 1

Los anticuerpos anti-cortactin se han detectado en un subgrupo de pacientes con MG seronega-
tiva. Estos pacientes eran mas jovenes que los pacientes con MG anti-RACh y MG seronegativa sin
anticuerpos anti-cortactin, y ademas mostraban un fenotipo clinico predominantemente ocular
0 generalizado leve, sin sintomas bulbares. No se ha observado asociacion de anti-cortactin con
anti-MuSK, anti-LRP4 y anti-musculo estriado. Sin embargo, algunos pacientes con MG anti-RACh
si presentaban anticuerpos anti-cortactin, pero con una frecuencia significativamente menor
que los pacientes con MG seronegativa (p = 0.02). Ninguno de los controles sanos presenté anti-

cuerpos anti-cortactin.

5.2. ARTiCULO 2

El rituximab ha demostrado anteriormente con evidencia nivel IV que es una opcion terapéu-
tica eficaz y con efecto duradero para pacientes con MG anti-MuSK resistentes a otros farmacos
inmunosupresores. Nuestros resultados afaden una informacion relevante, ya que muestran
que el protocolo escogido para administrar el tratamiento juega un papel clave en la reduccion
de las recidivas clinicas y asi lograr una respuesta duradera. En este estudio se han incluido 25
pacientes con MG anti-MuSK tratados con tres protocolos diferentes de rituximab. Todos los
pacientes incluidos en el estudio mejoraron con el tratamiento y lograron un MGFA-PIS de remi-
sion completa estable, remision farmacoldgica o manifestaciones minimas, y una respuesta dura-
dera después de un seguimiento prolongado. Ademas, la prednisona y otras terapias inmunosu-
presoras se consiguieron retirar o reducir en todos los casos. Sin embargo, los pacientes tratados
con el protocolo 442 (375 mg/m? cada semana durante 4 semanas consecutivas y luego mensual-
mente durante |os siguientes 2 meses), presentaron la menor frecuencia de recidivas clinicas y la

respuesta mas duradera.
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6.1. ARTICULO 1

La MG seronegativa se ha considerado clasicamente similar a la MG con anticuerpos anti-RACh en
cuanto a caracteristicas clinicas y respuesta al tratamiento. Sin embargo, clasificar a los pacientes
con MG en subgrupos segun criterios serolégicos tiene implicaciones en el diagnostico, pronds-
ticoy tratamiento de los pacientes. Por ejemplo, la deteccion de los anticuerpos anti-MuSK definié
un subgrupo de pacientes con una implicacion muscular predominantemente bulbar y respira-

toria, asi como una excelente respuesta clinica a rituximab.

Entre los pacientes con MG seronegativa, aquellos con anticuerpos contra LRP4 afectan con
mayor frecuencia a mujeres y son formas clinicas predominantemente oculares o generalizadas
leves. Estos anticuerpos tienen una frecuencia baja, y habitualmente coexisten con anti-MuSK.
Las caracteristicas clinicas de los pacientes con anticuerpos anti-RACh de baja afinidad han sido
descritas recientemente. Suelen tener un debut temprano y una enfermedad leve con sintomas
oculares aislados predominantes y baja tasa de generalizacion. Se observan sintomas bulbares en
un 25% de los pacientes. No existe en la actualidad un método comercial para la deteccion de

estos anticuerpos, por tanto estos anticuerpos solo pueden detectarse en unos POCOS centros.

Nuestros resultados confirman que los pacientes con MG seronegativa y anticuerpos anti-cor-
tactin presentan formas clinicas oculares o leves de la enfermedad, y notablemente, no encon-
tramos signos bulbares inicialmente ni durante el seguimiento. Estos hallazgos sugieren que la
presencia de los anticuerpos anti-cortactin pueden implicar buen prondstico en pacientes con

MG seronegativa.

Es dificil diagnosticar la MG puramente ocular a un nivel inmunoldgico porque, contrariamente
a lo que ocurre con las formas generalizadas, hasta el 50% de los pacientes con MG ocular son
seronegativos para los anticuerpos anti-RACh. En nuestra serie, hasta el 24% de pacientes con MG
seronegativa ocular tenfa anticuerpos anti-cortactin, por lo que estos anticuerpos constituyen
un biomarcador util especialmente en este grupo de pacientes. Un biomarcador de enfermedad

en MG ocular es especialmente relevante porque el diagnéstico diferencial de ptosis y diplopia
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incluye varias enfermedades, los tests farmacologicos pueden ser confusos y el resultado del

estudio electrofisiolégico puede ser normal o dudoso en algunos pacientes.

Hemos encontrado anticuerpos anti-cortactin en el 9.5% de los pacientes con MG anti-RACh,
pero las caracteristicas clinicas de este subgrupo de pacientes fueron similares a los encontrados
en pacientes con MG anti-RACh y anti-cortactin negativos. Esto sugiere que los anticuerpos anti-
RACh son los dominantes cuando coexisten con los anticuerpos anti-cortactin. En este contexto,
el valor de buen prondstico de los anticuerpos anti-cortactin no serfa aplicable. No realizamos
la determinacion de los anticuerpos anti-RACh de baja afinidad, pero esperariamos encontrar la
presencia de anti-cortactin en coexistencia con estos anticuerpos con la misma frecuencia que
en los pacientes con MG anti-RACh. En nuestra serie, no hemos encontrado asociaciones entre

anti-cortactin y anticuerpos frente a MuSK, LRP4 y musculo estriado.

Cortactin es una proteina intracelular de la UNM post-sinaptica que actua downstream de agrin/
LRP4/MuSK, promoviendo la agrupaciéon del RACh. Debido a este importante papel en la transmi-
sion neuromuscular, cortactin se ha considerado como un antigeno potencial en la patogénesis
de la MG. Si bien la patogenicidad de los anticuerpos contra el RACh se demostré hace mucho
tiempo y el papel patogénico también se ha demostrado para los anticuerpos anti-MuSK, queda
por determinar como los anticuerpos anti-cortactin se generan y si son patogénicos. El hecho de
que la mayoria de los pacientes no tenfan otros autoanticuerpos sugiere que los anti-cortactin no
surgen como consecuencia de epitope spreading o dano en la UNM. Sin embargo, la presencia
de anticuerpos anti-cortactin se ha encontrado en otras enfermedades autoinmunes neuromus-
culares y también en alrededor del 5% de los controles sanos. Esto podria sugerir que no juegan
un papel en la patogenia de la MG, pero aun asi deben ser considerados un buen biomarcador

en MG seronegativa.

En este estudio, confirmamos que los anticuerpos anti-cortactin son significativamente mas
frecuentes en MG seronegativa, una entidad clinica en la que la ausencia de un marcador diag-

nostico puede dificultar el manejo clinico de los pacientes. Por esta razén, aunque su papel
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patogénico todavia no se ha demostrado, el hallazgo de anticuerpos anti-cortactin en pacientes
con MG seronegativa es una herramienta clinica Util y apoya el uso de tratamiento inmunosu-

presor si es clinicamente necesario.

La principal limitacion del estudio es que el grupo de pacientes con MG seronegativa y anticuerpos
anti-cortactin es pequeno a pesar de que se ha testado una gran nimero de muestras de suero de
pacientes con MG. En una muestra mas grande de pacientes con MG seronegativa, podria ser posible
observar diferencias estadisticamente significativas en las variables sexo, necesidad de tratamiento
inmunosupresor, generalizacion de la enfermedad o presencia de timoma, ya que encontramos

diferencias en estas caracteristicas entre ambos grupos con tendencia a la significacion estadistica.

6.1. ARTICULO 2

Se han publicado diversos protocolos de rituximab para tratar la MG anti-MuSK, y la frecuencia de
recidivas y la durabilidad de la respuesta son diferentes. Ya que no existe un protocolo estanda-
rizado de infusion en este momento, en este estudio hemos comparado la respuesta clinica de
25 pacientes con MG anti-MuSK tratados con tres diferentes regimenes de rituximab. Debido a
que todos los pacientes respondieron al farmaco, se eligié como endpoint principal para valorar
la efectividad la apariciéon de una recidiva clinica que requiriera tratamiento con una nueva admi-
nistracion de rituximab. Segun las estimaciones de Kaplan-Meier, el protocolo mas eficiente fue
el protocolo 4+2. Mostré la frecuencia de recidiva mas baja (18.2%) y la duracion mas prolongada
del efecto durante un amplio periodo de seguimiento. La regresion de riesgos proporcionales de
Cox confirmd que los pacientes tratados con el protocolo 141 tenfan un riesgo significativamente
mayor de recidiva y una mayor necesidad de reinfusion con rituximab que los pacientes que
recibian el protocolo 4+2. Los pacientes tratados con el protocolo basado en 4 dosis también
mostraron una tendencia hacia un mayor riesgo de presentar un mayor nimero de recidivas que

aquellos tratados con el protocolo 4+2.

El estudio muestra que el rituximab es un farmaco seguro, ya que ningun paciente desarrollo

efectos secundarios graves. La frecuencia de efectos adversos leves a moderados no fue diferente
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entre los tres grupos. Este hallazgo es de particular interés porque la mayoria de los pacientes
habian sido tratados previamente con dos o mas farmacos inmunosupresores. Sin embargo, se
recomienda un seguimiento estrecho, ya que se han reportado varios casos de efectos secunda-

rios de rituximab en pacientes con MG.

Las células B estan prominentemente implicadas en la fisiopatologia de la MG anti-MuSK, pero el
mecanismo por el cual se producen los anticuerpos IgG4 sigue sin estar claro. Rituximab funciona
eliminando las células pre-B, y las células B maduras y memoria de la circulacién general. Sin
embargo, aun no se ha determinado exactamente como este hecho lleva a la reduccién de anti-
cuerpos, ya que las poblaciones de células B que no expresan CD20 producen una porcién consi-
derable de las inmunoglobulinas circulantes. No esta claro por qué algunos pacientes recidivan
y otros no. Un estudio reciente de células productoras de autoanticuerpos durante la recidiva de
3 pacientes con MG anti-MuSK que habian alcanzado previamente la remision clinica con ritu-
ximab mostré la existencia de plasmablastos B CD27+ productores de autoanticuerpos dentro
del repertorio reconstituido durante la recidiva pero no durante la remisién o en los controles.
Los autores propusieron como hipotesis que las células memoria especificas de MuSK suministran
continuamente una poblacion de plasmablastos de vida corta secretores de autoanticuerpos,
y sugirieron que el rituximab funciona al reducir indirectamente la poblacién de plasmablastos
CD20- mediante la disminucion de las células B memoria CD20+. Alternativamente, hipotetizaron
que el rituximab podria funcionar suprimiendo directamente una fraccién de plamablastos que

podrian ser CD20+.

En nuestro estudio, observamos que todos los pacientes con MG anti-MuSK tratados con rituximab
presentaron una buena respuesta clinica. Sin embargo, la frecuencia de recaidas difiri6 depen-
diendo de la posologia utilizada, siendo el protocolo 442 el mas eficaz en cuanto a la durabilidad
de la respuesta. Es posible que este protocolo sea mas eficaz en la reduccion de la poblacion de
plasmablastos/células B memoria CD20+ progenitoras o el grupo de plasmablastos CD20+ que los

otros dos protocolos utilizados. Se necesitan mas estudios para confirmar esta hipotesis.
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La principal limitacién de nuestro estudio es el pequefio nimero de pacientes incluidos. La MG
anti-MuSK es una enfermedad infrecuente, y no todos los casos son graves y farmacorresistentes,
por tanto el rituximab no siempre es necesario para su tratamiento. Las fortalezas del estudio son
los resultados estadisticamente significativos y, especialmente, el largo sequimiento clinico, de 5

anos de media.

En resumen, nuestros resultados suman a la evidencia cientifica que rituximab es un farmaco
efectivo y seguro en el tratamiento de los pacientes con MG anti-MuSK. Nuestra recomenda-
cion es tratar con un Unico régimen de induccion de rituximab siguiendo el protocolo 442
(375 mg/m? cada semana durante 4 semanas consecutivas y luego mensualmente durante los
siguientes 2 meses), ya que este protocolo asegura una frecuencia minima de recidivas clinicas y
una respuesta de larga duracion al rituximab. Para minimizar los posibles eventos adversos, reco-

mendamos retratar a los pacientes con rituximab Unicamente en casos de recaida clinica.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de la hipotesis “Los anticuerpos anti-cortactin son un biomarcador en MG sero-
negativa y los pacientes que los presentan muestran un fenotipo clinico determinado” son:

» Los anticuerpos anti-cortactin son significativamente mas frecuentes en MG seronegativa
que en MG con anticuerpos anti-RACh y no se asocian con anticuerpos anti-MuSK, anti-LRP4

0 anti-musculo estriado.

» Los pacientes con MG seronegativa y anticuerpos anti-cortactin tienen un fenotipo ocular o

generalizado leve, MGFA | o lIA, sin sintomas bulbares.

» Lapresenciade losanticuerpos anti-cortactin ayuda en el diagnostico de la MG autoinmune

y apoya el tratamiento con inmunosupresores si clinicamente es necesario.

Las conclusiones de la hipdtesis “Rituximab es eficaz para el tratamiento de la MG anti-MuSK
fdrmacorresistente y su posologia determina la frecuencia de recaidas y duracion del efecto
beneficioso” son:

» Elimpacto en el nimero de recidivas y en la duracion de la respuesta es significativamente

diferente dependiendo del protocolo de rituximab utilizado.

» El protocolo 442 de rituximab (375 mg/m? cada semana durante 4 semanas consecutivas y
luego mensualmente durante los siguientes 2 meses) tiene la tasa de recidiva clinica mas
baja y el efecto mas duradero comparado con los protocolos 1+1 (dos dosis de 1 g sepa-
radas por 2 semanas) y 4 (375 mg/m? cada semana durante 4 semanas consecutivas) en

pacientes con MG anti-MuSK.
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LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

Las conclusiones de la hipotesis “Los anticuerpos anti-cortactin son un biomarcador en MG
seronegativa y los pacientes que los presentan muestran un fenotipo clinico determinado”
abren las siguientes nuevas lineas de investigacion:

» Elestudio del posible papel patogénico de los anticuerpos anti-cortactin.

» Elvalorde losanticuerpos anti-cortactin como biomarcador de la evolucion de la enfermedad.

Las conclusiones de la hipdtesis “Rituximab es eficaz para el tratamiento de la MG anti-MuSK
fdrmacorresistente y su posologia determina la frecuencia de recaidas y duracion del efecto
beneficioso” abren las siguientes nuevas lineas de investigacion:
» El estudio de las causas por las cuales la posologia del rituximab influye en su efecto
bioldgico y clinico.
» Elestudio de las causas de recidiva de los pacientes con MG anti-MuSK tras alcanzar la remi-

sion clinica con el tratamiento con rituximab.
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